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RESUMO

Os flebotomineos constituem um importante grupo de dipteros hematéfagos, pois atuam
como vetores dos agentes causadores da leishmaniose em humanos, animais domésticos e
silvestres. O estabelecimento de col6nias produtivas de flebotomineos, € de particular
importancia para sanar as muitas lacunas da sua biologia e da interagdo parasito-vetor. Um
ponto importante para a manutencdo dos flebotomineos é a oferta do repasto sanguineo as
fémeas, seja in vivo, a partir do uso de animais de laboratorio, ou in vitro, utilizando alimentador
artificial. Mesmo na alimentacéo artificial € frequente a necessidade do uso tecidos ou 6rgaos
de animais como membrana de alimentacdo, atuando como a interface inseto-sangue. Para
flebotomineos, a membrana mais comumente utilizada é a pele de pintinho (Gallus gallus
domesticus). Contudo, a redu¢do do uso de cobaias no processo de alimentacdo dos insetos em
laboratdrio, é desejavel. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o uso da
membrana Parafilm® tratada com Plasma gel na alimentac4o artificial de Lutzomyia longipalpis
(Diptera, Psychodidae) e estabelecer um protocolo de processamento de imagens para estimar
o0 tamanho do repasto sanguineo dos flebotomineos (in vitro e in vivo). Foram utilizadas, durante
0s ensaios de alimentacdo, fémeas de flebotomineos com 3 a 6 dias de idade pds emergéncia
para o estdgio adulto. Para alimentacdo in vitro, foi utilizado o aparelho Hemotek (Hemotek
Ltd.). Foram utilizadas trés membranas: i) Membrana de pele de pinto (controle positivo - C+);
i) Parafilm® M sem tratamento (controle negativo - C) e iii) Parafilm® M tratado com Plasma
gel (Plasma gel — PG). Os testes de alimentacdo in vivo foram realizados com hamsters
anestesiados (hamster — H). A alimentacédo dos insetos foi avaliada pela porcentagem de fémeas
que se alimentaram e pelo volume do repasto sanguineo estimado, utilizando a dosagem de
hemoglobina (teste bioquimico) e/ou a area do abdémen (anélise de imagem). Nos testes de
alimentacdo foram avaliadas um total de 1889 fémeas, sendo que destas, 969 se alimentaram
(57,03%). A andlise conjunta de todos os grupos experimentais (C-, C+, PG e H) mostrou que
a idade das fémeas influenciou na performance alimentar dos insetos. Quanto maior o periodo
pos emergéncia, maior foi a porcentagem de fémeas alimentadas e menor o tamanho do repasto.
Porém quando se comparou os resultados alcancados com fémeas das 4 idades avaliadas (3 a 6
dias) entre 0s grupos experimentais, o tamanho do repasto sanguineo foi semelhante, mas a
proporcao de insetos alimentados foi diferente entre eles, sendo que a ordem da porcentagem
de insetos alimentados foi H (83,0%) > C+ (69,1%) >PG (51,4%) > C- (12,9%). A comparacgao
entre a dosagem de hemoglobina e a andlise de imagem baseou-se nos resultados obtidos a

partir da analise de 1053 fémeas. Dentre eles, as estimativas da largura (corte= 0,59 mm) e da



area abdominal (corte= 0,73 mm?) foram as que apresentaram o melhor desempenho quando
comparados com a dosagem de hemoglobina, apresentando uma convergéncia na capacidade
de caracterizar as fémeas em alimentadas e ndo alimentadas de 94,0 e 93,5%, respectivamente.
Quando a largura e a area abdominal foram analisadas em funcdo da variacdo do volume de
sangue estimado pela dosagem de hemoglobina, ambas apresentaram uma alta correlagdo, com

R%=0,84 e 0,85, respectivamente.

Palavras chave: Diptera, Psychodidae, Phebotominae, Lutzomyia longipalpis, Leishmanioses,
Alimentacdo artificial, Hemotek, Parafilm® M, Plasma gel.



ABSTRACT
Sandflies constitute an essential group of blood-sucking dipterans, as they act as vectors of the
causative agents of leishmaniasis in humans and domestic and wild animals. Establishing
productive sandfly colonies is vital to understanding the many gaps in their biology and
parasite-vector interaction. An essential point for the maintenance of sandflies is the offer of
blood meal to females, either in vivo, using laboratory animals, or in vitro, using an artificial
feeder. In artificial feeding, it is necessary to use animal tissues or organs as feeding membrane
that acts at the insect-blood interface. The most used membrane for sandflies is chick skin
(Gallus gallus domesticus). However, reducing the use of animals in the process of feeding
insects in laboratory is desirable. In this sense, the objective of the present work was to evaluate
the use of Parafilm® M membrane treated with Plasma gel in the artificial feeding of Lutzomyia
longipalpis (Diptera, Psychodidae) and to establish an image processing protocol to estimate
the size of the blood meal of sandflies. During the feeding trials, female sandflies aged 3-6 days
after the emergence of adult insects were used. For in vitro feeding, used Hemotek device.
Three membranes were used: i) chick skin membrane (positive control - C+); ii) Parafilm® M
without treatment (negative control - C-); and iii) Parafilm® M treated with Plasma gel (Plasma
gel - PG). In vivo feeding tests were performed with anesthetized hamsters (hamster — H). The
sand flies feeding was evaluated by the percentage of females fed and the blood meal size, using
the dosage of hemoglobin (biochemical test) and/or the abdomen area (image analysis). In the
feeding tests, 1889 females were evaluated, of which 969 were fed (57.03%). The analysis of
all experimental groups (C-, C+, PG, and H) showed that the age of the females influenced the
feeding performance. The longer the post-emergence period, the greater the proportion of
females fed and the smaller the blood meal size. However, the blood meal size was similar
when comparing the results achieved with females of the four ages (3 to 6 days) between the
experimental groups. But the proportion of insects fed was different between them, the order of
the percentage of insects fed obtained was H (83.0%) > C+ (69.1%) >PG (51.4%) > C- (12.9%).
The comparison between hemoglobin dosage and image analysis was based on the results
obtained from the analysis of 1053 females. Among them, the estimative of width (cut = 0.59
mm) and abdominal area (cut = 0.73 mm?) were the ones that presented the best performance
when compared to the hemoglobin dosage, showing convergence in the ability to characterize
the females in fed and unfed of 94.0 and 93.5%, respectively. When the width and the
abdominal area were analyzed as a function of blood variation volume estimated by the

hemoglobin dosage, both showed a high correlation, with Rz = 0.84 and 0.85, respectively.



Key words: Diptera, Psychodidae, Phebotominae, Lutzomyia longipalpis, Leishmaniasis,
Avrtificial feeding, Hemotek, Parafilm® M, Plasma gel.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: (A) Amastigotas de Leishmania tropica de uma bidpsia cutdnea. Nesta figura, um
macrofago intacto estd praticamente preenchido com amastigotas indicadas pelas setas, as
guais tém um ndcleo e cinetoplasto claramente visiveis (B), promastigotas de Leishmania sp.
Desenhos esquematicos das formas de Leishmania sp., amastigota (C) e promastigota (D).
Foto: (A) CDC, 2017; (B) Rocha, 2009; (C, D) Luis Rey, 2008.

Figura 2: Ciclo de vida holometabolo dos flebotomineos (A), ilustrando as fases de ovo (B),
larva (C), e pupa (D). Foto: (A) adaptado de Lawyer et al. 2000, (B, C, D) Wladmir Fasito do
Vale.

Figura 3: Adultos de Lutzomyia longipalpis: macho (A) e fémea (B). As setas pretas indicam
a extremidade posterior do corpo bifurcada nos machos enquanto nas fémeas é pontuda e
ligeiramente arredondada. Foto: (A) José R. Botelho, (B) Luccas Malta

Figura 4: Distribuicdo mundial de Lutzomyia longipalpis. As areas em vermelho
correspondem a locais onde 0 vetor esté presente e atua ou € suspeito de atuar como vetor do
parasito Leishmania spp. e as areas em verde correspondem aodyes locais onde o0 inseto ndo
esta presente ou ndo atua como vetor da leishmaniose. Fonte: WHO, 2019

Figura 5: Esquema da metodologia de Modi & Teshi (1983) com modificagdes utilizada na
manutencgdo da colénia do Laboratorio de Fisiologia de Insetos Hemat6fagos (ICB-UFMG).
(1) Fémeas de Lutzomyia longipalpis realizando repasto sanguineo em hamster macho
anestesiado com Thiopentax. (2) Cerca de 5 dias ap6s o repasto, quando as fémeas ja
realizaram a digestdo do sangue ingerido, elas sdo transferidas junto aos machos para potes
plasticos de oviposigdo fechados com voil. Dentro dos potes é colocado uma sanfona de papel
filtro para aumentar a area de oviposi¢do das fémeas. (3) Apds a morte dos insetos, o voil é
retirado e substituido por plastico filme. (3.1) Larvas L1 e L2 alimentadas com ragdo
composta por mistura de fezes secas de coelho, racdo para coelho e himus. (3.2) Larvas L3 e
L4 alimentadas com proteina de soja e Neston®. (4) Plastico filme substituido por tecido voil.
(4.1) Pupacdo seguida da emergéncia dos insetos adultos. (5) Soltura dos insetos adultos em
gaiolas de nylon. (6) As gaiolas sdo colocadas dentro de sacos plasticos junto com esponjas
humedecidas, as esponjas mantem a umidade necessaria para a sobrevivéncia dos insetos.
Foto: (1) Natalia Saab

Figura 6: Sistema artificial de vidro utilizado para repasto sanguineo de fémeas de Aedes
aegypti equipado com termocirculador (seta preta), com membrana acoplada a abertura
inferior da estrutura de vidro do aparato (seta vermelha). Foto: Dias et al. 2020

Figura 7: (A) Aparato montado para alimentac&o artificial de L. longipalpis ajustado em cima
do pote telado, onde os insetos sdo mantidos durante o repasto. (B) Detalhe do reservatorio
(c), do anel de vedacéo (seta vermelha) e do suporte termostatizado (t), onde o reservatorio é
acoplado, formando a unidade de alimentag&o. O aparelho permite a utilizagdo em simultaneo
de até cinco unidades de alimentacdo. O volume de sangue utilizado para uma refeicao padrao
de flebotomineos é de 2ml. Foto: (A) Mauricio Sant'Anna (B) Manual do equipamento
(Hemotek Ltd).

Figura 8: (A) Plasma obtido apds centrifugacdo do sangue; (B) Plasma gel formado ap6s os
ciclos de aquecimento apresentando o seu aspecto gelatinoso caracteristico.

Figura 9: (A) Membrana artificial (Parafilm® M) acoplada ao reservatorio do Hemotek pelo
anel de vedacdo logo ap6s aplicacdo do plasma gel. (B) Membrana apds secagem do plasma
gel e com reservatodrio cheio de sangue.
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Figura 10: (A) Caixa de isopor fechada durante o teste de alimentacdo in vitro com as
unidades de alimentacdo conectadas a unidade controladora do Hemotek. (B) Caixa de isopor
destampada mostrando as unidades de alimentacdo sobre os potes contendo 0s insetos (seta
preta) e o recipiente onde o hamster foi mantido durante o experimento (fonte de liberacdo
de COz) (seta vermelha).

Figura 11: Disposi¢&o tipica das amostras por linha (A-H) na placa de cultura confeccionada
para a dosagem de hemoglobina visando estimar o volume de sangue ingerido pelas fémeas
apos os testes de alimentacdo (in vitro e in vivo). A, B e C: Curvas padrao; D: Branco (B); E:
Hamster (H); F: Controle positivo (C+); G: Plasma gel (PG); H: controle negativo (C-).

Figura 12: Imagens de grupos de flebotomineos calibradas (mm) com auxilio do
programa Fiji ImageJ. (A) grupo de fémeas em jejum (B); (B) grupo de fémeas apds
0 teste de alimentac3o in vitro com membrana Parafilm® M tratada com plasma gel
(PG).

Figura 13: Criacdo da mascara do contorno do abdémen das fémeas de flebotomineo. (A)
Imagem colorida (RGB) de uma fémea ap06s o teste de alimentacéo (B) Regido limitrofe entre
0 térax e 0 abddbmen demarcado em azul. (C) Imagem anterior convertida no seu componente
azul em tom de cinza. (D) Imagem anterior convertida em preto e branco 8 bits. (E) Contorno
do abddmen selecionado em amarelo (F) Méascara abdémen (M-AB) representada pela linha
azul. Legenda: A seta indica a separagdo gerada entre o abddémen e o restante do corpo da
fémea de flebotomineo.

Figura 14: Criacdo da mascara do contorno da cor vermelha corpo das fémeas de
flebotomineo. (A) Imagem colorida (RGB) de uma fémea apés o teste de alimentacédo. (B)
Imagem anterior convertida em CIELAB mostrando 0 seu componente “a” (verde-
vermelho) (C) Imagem anterior convertida em preto e branco 8-bit mostrando a regio preta
selecionada em amarelo. (D) Mascara da regido vermelha do corpo (MS) representada pela
linha verde.

Figura 15: Imagem de quadro fémeas de flebotomineos ap6s o teste da alimentacdo in vivo
(grupo H). (A) As fémeas 1 e 2 que estdo nitidamente ingurgitadas, sendo que a 1 apresenta
sangue em cobrindo praticamente toda a area do abdémen e em parte do térax, enquanto a 2
0 sangue ocupa apenas parte do abddmen, ja as fémeas 3 e 4, aparentemente ndo se
alimentaram. (B) A mesma imagem anterior, mas com os tragados do contorno do abdémen
(M-AB) em verde e do contorno da regido vermelha (MS) no corpo do inseto em azul.

Figura 16: Comparagao da forma do contorno irregular do abdémen de fémeas de Lutzomyia.
longipalpis apos o teste de alimentacdo pelo tragado da M-AB (amarelo) com o tragado obtido
apos a aplicacdo o recurso Fit Elipse (preto).

Figura 17: Estimativa do comprimento e a largura do abdémen das fémeas de flebotomineos
gerado pelo recurso fit elipse. (A) Imagem de uma fémea ingurgitada. (B) A Fémea da
imagem anterior com o tracado da M-AB em verde (C) O tracado da elipse ajustada gerada
pela aplicacdo do recurso fit elipse na M-AB em brando, destacando diametro maior (Major)
e didametro menor (Minor). Legenda: A seta preta indica o didmetro maior e a seta vermelha
indica o didmetro menor.

Figura 18: Comparacdo da area (mm2), Comprimento (mm) e largura (mm) do abdémen de
fémeas de Lutzomyia longipalpis em jejum [branco (n=97)], alimentadas [AL (n=969)] ou
ndo alimentadas [NAL (n=730)] ap6s os testes de alimentagdo (in vivo e in vitro). Letras
distintas indicam diferenca estatistica entre os grupos (Tukey, p<0,05). A separacdo dos
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insetos NAL e AL foi realizada pela auséncia (MS=0) ou presenga (MS>0 mm2) de
regido/area vermelha detectavel no corpo dos insetos.

Figura 19: Variacdo do comprimento e da largura (mm) em funcdo da &rea do abdémen dos
insetos Nao Alimentados (n= 730) com os Alimentados (n=969) apds contato com a fonte de
sangue. Enguanto o comprimento apresenta menor correlacdo (R2= 0,51), a largura
nitidamente apresenta uma alta correlagdo com a &rea do abdémen (R2= 0,96).

Figura 20: Equacédo de regressdo linear da variacao dos valores de absorbancia (540 nm)
antes da subtrag&o do branco em fungdo do volume de sangue estimado pela dosagem de
hemoglobina. Os dados sdo relativos a 607 fémeas categorizadas como alimentadas pela
dosagem de hemoglobina apos os testes de alimentag&o (in vivo e in vitro).

Figura 21: Variagdo do tamanho corporal e dilatacdo do abdémen e coloragdo do tdrax-
abddmen das fémeas de flebotomineo observados antes e apds os ensaios de alimentagao. (A)
Variagéo do tamanho corporal de fémeas em jejum (B) Fémeas completamente ingurgitadas
com sangue, a fémea da direita apresenta coloragcdo vermelha na regido toréxica além da
abdominal (C) Fémeas completamente ingurgitadas com sangue de hamster, a fémea da
direita apresenta coloracdo vermelha (mais brilhante) na regido toracica e abdominal (D)
Fémeas ingurgitadas com liquido de coloracdo clara (E) Fémea ingurgitada com liquido de
cor laranja (F) Fémeas com abddmen dividido em coloracdo clara e vermelha.

Figura 22: EquacGes de regressdo linear das variacfes de pardmetros provenientes do
processamento de imagens utilizados para a avaliagdo do repasto sanguineo de fémeas de
Lutzomyia longipalpis em funcdo do volume de sangue estimado pela dosagem de
hemoglobina. (A) Area do abdémen (M-AB) e da elipse ajustada (fit elipse). (B)
Comprimento e largura do abddémen. (C) Area vermelha (MS). (D) O volume do elipsoide
gerado a partir da elipse ajustada ao contorno do abdémen dos insetos (M-AB). Os dados séo
relativos a 1053 fémeas eutanasiadas ap0s os testes de alimentacdo. O volume do elipsoide
foi calculado pela formula 4/3wabe a partir dos dados do didmetro maior (a) e do didmetro
menor (b) gerados pelo ajuste “fit elipse” da M-AB e considerando que b=c (esferoide em
forma de charuto). Os dados foram ajustados por regressdo linear simples (reta) e foi
adicionado ao gréafico a equacdo da reta e o coeficiente de determinacgdo (R?) de cada ajuste
realizado.

Figura 23: Equagdo de regresséo linear da variacdo do volume do elipsoide e da diferenca
Heme-Elipsoide em fungéo do volume de sangue estimado pela dosagem de hemoglobina.
Os dados sdo relativos a 985 fémeas eutanasiadas ap0s o0s testes de alimentacdo. A diferenca
Heme-Elipsoide foi obtida pela subtracéo do valor volume de sangue estimado pela dosagem
de hemoglobina do valor do volume estimado da &rea do abddémen dos flebotomineos
(elipsoide). O volume do elipsoide foi calculado pela formula 4/3mabce a partir dos dados do
diametro maior (a) ¢ do diametro menor (b) gerados pelo ajuste “fit elipse” da M-AB e
considerando que b=c (esferoide em forma de charuto). As 985 fémeas incluidas nesta anélise
foram aquelas do universo de 1053 avaliadas tanto pelo parametro area do abdémen (M-AB)
como pela dosagem de hemoglobina que apresentaram convergéncia entre estas duas
metodologias na avaliagdo qualitativas dos insetos apés alimentagdo (Tabela 1). Os dados
foram ajustados por regressao linear simples (reta) e foi adicionado ao grafico a equacdo da
reta e o coeficiente de determinacéo (R?) de cada ajuste realizado.

Figura 24: Comparacdo do tamanho do repasto sanguineo por idade pés emergéncia das
fémeas estimado: (A) Area do abddmen - A separacdo dos insetos NAL e AL foi realizada
pela auséncia (MS=0) ou presenga (MS>0 mm?2) de regido/area vermelha detectavel no corpo
dos insetos; (B) Dosagem de hemoglobina — A separacéo dos insetos NAL e AL foi realizada
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a partir do desconto do valor da absorbancia dos insetos do grupo B. Letras distintas indicam
diferenca estatistica entre os grupos (Tukey, p<0,05).

Figura 25: Comparacdo do tamanho do repasto sanguineo entre 0s grupos experimentais
[Controle positivo (C+); Controle negativo (C°); Plasma gel (PG); Hamster (H)], por idade
pos emergéncia dos insetos adultos estimado: (A) Area do abdémen (mm?) estimada por
andlise de imagem; (B) Volume de sangue (mm3) estimado por dosagem de hemoglobina.
Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os grupos (Tukey, p<0,05).

Figura 26: Comparacdo do tamanho do repasto sanguineo dentro de cada grupo experimental
[Controle positivo (C+); Controle negativo (C); Plasma gel (PG); Hamster (H), por idade pds
emergéncia dos insetos adultos estimado pela area do abdémen. Letras distintas indicam
diferenca estatistica entre os grupos (Tukey, p<0,05). A separacdo dos insetos NAL e AL foi
realizada pela auséncia (MS=0) ou presenca (MS>0 mm2) de regido/area vermelha detectavel
no corpo dos insetos.

Figura 27: Porcentagem de fémeas alimentadas por grupo experimental estimada a partir da
area abdominal (mm2) mensurada por andlise de imagem [Controle positivo (C+); Controle
negativo (C); Plasma gel (PG); Hamster (H), por idade pds emergéncia dos insetos adultos.
A linha tracejada representa a porcentagem média de todas as fémeas alimentadas por idade
pds emergéncia.
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1. INTRODUCAO
1.1 Leishmanioses e Leishmania

As leishmanioses sdo doencas negligenciadas que ocorrem em varias regides do mundo
sendo que as populacdes mais afetadas, majoritariamente, estdo localizadas na América Latina
e em paises em desenvolvimento. Depois da maléria e da tripanossomiase africana (doenca do
sono), as leishmanioses sdo a terceira mais importante doenca causa por parasitos transmitidos
por vetores (WHO 2021). Existem quatro formas da doenca: a leishmaniose visceral, a
leishmaniose cuténea, a leishmaniose mucocutanea e a leishmaniose cutaneo difusa.

A Leishmaniose Visceral (LV), também conhecida como Calazar, ¢ fatal se ndo for
tratada em 95% dos casos. Apresenta episodios irregulares de febre, perda de peso, aumento do
baco e do figado e anemia. A maioria dos casos de LV ocorrem no Brasil, Africa Oriental e na
india. Estima-se que ocorram, por ano, de 50.000 a 90.000 novos casos de LV em todo o mundo,
sendo que apenas entre 25 a 45% desses casos sdo relatados a Organiza¢do Mundial da Saude
(OMS). No ano de 2019, mais de 90% dos casos notificados a OMS ocorreram em 10 paises:
Brasil, Etiopia, Eritreia, india, Iraque, Quénia, Nepal, Somalia, Sudio do Sul e Suddo (WHO
2021).

A Leishmaniose Cuténea (LC) é a forma mais comum da doenca, e causa lesbes
cuténeas (Ulceras), em partes expostas do corpo, deixando cicatrizes para toda a vida e graves
incapacidades. Cerca de 95% dos casos de LC ocorrem nas Ameéricas, na bacia do
Mediterraneo, no Oriente Médio e na Asia Central. E estimado que ocorram entre 600.000 e 1
milhdo de novos casos de LC, por ano em todo o mundo. Mais de 87% dos casos de LC
registrados no ano de 2019 ocorreram em 10 paises: Afeganistdo, Argélia, Brasil, Colémbia,
Ird (Republica Islamica do), Iraque, Libia, Paquistdo, Republica Arabe Siria e Tunisia (WHO
2021).

A Leishmaniose mucocutanea causa a destrui¢do parcial ou total das mucosas do nariz,
boca e garganta. Cerca de 90% dos casos de Leishmaniose muco cutdnea ocorrem na Bolivia,
Brasil, Etidpia e Peru (WHO 2021). Seguramente, estes dados sdo subestimados, uma vez que
nem todos os paises afetados apresentam um sistema de notificagdo compulséria de casos, e
mesmo aqueles que o fazem, enfrentam problemas logisticos que aumentam a imprecisdo das
estimativas (Singh et al. 2006, Bern et al. 2008, Quaresma 2011, Queiroz et al. 2012).

A Leishmaniose Cutanea Difusa (LCD) ocasiona um quadro constituido por macrofagos
vacuolados e repletos de parasitos, obscurecendo as estruturas da derme e da hipoderme (padrao

macrofagico). As primeiras descrigdbes de LCD destacaram manifestagdes clinicas
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maculopapulonodulares, semelhanca com a hanseniase virchowiana, disseminago,
cronicidade, riqueza parasitaria e resisténcia aos tratamentos. A LCD ocorre na Bolivia,
Venezuela e Brasil (Silva 1945, Convit et al. 1946, Barrientos 1948).

As leishmanioses sdo causadas por protozoarios heter6xenos pertencentes a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanossomatidae e género Leishmania. A infec¢do humana pode ser
causada por mais de 20 espécies, que incluem o complexo L. donovani com 2 espécies (L.
donovani e L. infantum no Novo Mundo), o complexo L. mexicana com 3 espécies principais
(L. mexicana, L. amazonensis e L. venezuelensis), L. tropica, L. major, L. aethiopica, e 0
subgénero Viannia com 4 espécies principais (L. [V.] braziliensis, L. [V.] guyanensis, L. [V.]
panamensis e L. [V.] peruviana). As espécies sdo morfologicamente indistinguiveis, mas
podem ser diferenciadas por analise de isoenzimas, métodos moleculares ou anticorpos
monoclonais (Wright 1903, CDC - Global Health 2017).

Referindo-se a morfologia, Leishmania sp. podem ser encontradas nas formas
amastigota (parasito intracelular sem flagelo livre), promastigota pré ciclicas, promastigota
nectomona, promastigota leptomona, promastigota metaciclica, promastigota retroleptomona e
promastigota haptomona. Vale destacar as formas promastigota metaciclicas, que sao as formas
infectantes para os hospedeiros vertebrados, encontradas na porgdo anterior do trato digestivo
dos flebotomineos, sendo bem pequenas, com flagelo muito longo (cerca de duas vezes maior
do que o comprimento do corpo) dotadas de intensa mobilidade (Wenion 1926, Alexander et
al. 1978).
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Figura 1: (A) Amastigotas de Leishmania tropica de uma bidpsia cutanea. Nesta figura, um macréfago
intacto estd praticamente preenchido com amastigotas indicadas pelas setas, as quais tém um nucleo e
cinetoplasto claramente visiveis (B), promastigotas de Leishmania sp. Desenhos esquematicos das
formas de Leishmania sp., amastigota (C) e promastigota (D). Fotos: (A) CDC, 2017; (B) Rocha, 2009;
(C, D) Luis Rey, 2008.

A transmissdo de Leishmania da forma congénita ou por meio de fluidos corporais
infectados (transfusdo sanguinea, transplante de Orgdos, compartilhamento de agulhas
contaminadas e fluidos genitais) é considerada rara e com importancia limitada (Cruz et al.
2002, Quinnell et al. 2009). A transmissdo com maior importancia é, de fato, a vetorial. Tal
transmissdo ocorre por meio de mecanismo complexo, no momento da hematofagia de fémeas
infectadas de flebotomineos. De forma bastante sucinta, as fémeas infectadas regurgitam
promastigotas metaciclicas durante o repasto sanguineo. As promastigotas inoculadas no local
da picada séo fagocitadas por macrofagos e outras células do sistema fagocitico mononuclear
do hospedeiro. Dentro dos macréfagos as promastigotas se transformam em amastigotas, que
se multiplicam por divisdo binaria simples e passam a infectar outras células fagociticas
mononucleares (Lainson et al. 1987)

Ao se alimentar de um hospedeiro infectado por Leishmania, as fémeas de flebotomineo
ingerem junto do sangue células do sistema mononuclear fagocitario contendo formas
amastigotas. Ao chegar no intestino do flebotomineo, o parasito se diferencia na forma
promastigota. Os parasitos do subgénero Leishmania se desenvolvem na por¢do média do
intestino, enquanto que aqueles do subgénero Viannia o fazem na parte posterior. Em seguida,
o0s parasitos sofrem profundas alteracbes morfologicas e modificacGes bioquimicas a medida

gue se transformam nas formas metaciclicas infecciosas (Chang et al. 1983). Com o
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rompimento da matriz peritrofica por enzimas quitinoliticas das promastigotas (Schlein et al.
1991), os parasitos migram e se fixam nas microvilosidades das células epiteliais do intestino
médio (Schlein 1993). A eficiéncia da transmissdo de promastigotas metaciclicas depende da
capacidade do parasito em induzir mudancas no flebotomineo vetor, como a degeneracédo da
valvula de Estomodeu (Schlein et al. 1992). A danificacdo da vélvula leva a regurgitacdo do
sangue ingerido pelo vetor, que promove a transmissdo do parasito (Kamhawi et al. 2000).
Dessa forma, quando as fémeas infectadas realizarem um novo repasto sanguineo, as formas
promastigotas metaciclicas serdo regurgitadas, infectando um novo hospedeiro, e assim

iniciando um novo ciclo biolégico.

1.2 Flebotomineos

Os flebotomineos sdo insetos da ordem Diptera, apresentando como o0s demais insetos
do grupo dois pares de asas, sendo um funcional, e o outro, atrofiado, conhecido por banlancim
ou alteres, que auxilia o inseto no equilibrio durante o voo. Eles pertencem a subordem
Nematocera, cujos insetos sé@o geralmente delicados, esguios, com patas longas e antenas
compostas por varios seguimentos. Eles pertencem a familia Psychodidae cujos representantes
apresentam o corpo recoberto por cerdas em abundancia (Killick-Kendrick 1999). Essa familia
compreende 6 subfamilias, das quais apenas Phlebotominae tem impacto na salde humana
(Lewis 1974, Lewis et al. 1977). No Brasil, os flebotomineos sdo popularmente conhecidos por
diferentes nomes, tais como asa branca, asa dura, biriqui, cangalhinha, mosquito palha,
tatuquida, flebotomo (freboti), dentre outros.

A importancia desses insetos na parasitologia se deve ao habito hematofagico das
fémeas, realizado a partir de picadas dolorosas. Até 0 momento estdo descritas 927 espécies de
flebotomineos, distribuidas em dois géneros, Phlebotomus na Africa, Europa e Asia (regi&o
conhecida por velho mundo) e Lutzomyia nas Américas (regido conhecida por Novo Mundo)
(Shimabukuro & Galati 2011). No género Lutzomyia estdo descritas aproximadamente 500
especies, das quais 30 sdo vetoras do protozoario Leishmania (Young & Ducan 1994). Contudo
é importante destacar que algumas espécies sdo também responsaveis pela veiculacdo de
bactérias e arbovirus, bem como participam da reacdo de urticaria Harara (Tesh et al. 1998).

Os flebotomineos apresentam uma ampla distribuicéo geografica, estando presentes em
uma grande diversidade de ambientes sob diferentes condigdes climéticas e de altitude, nos
ecotopos silvestre, rural e urbano. Eles podem ser encontrados em quase todos 0s habitats com
temperaturas variando entre 16°C a 44°C e em altitudes que vao desde o nivel do mar até acima

de 1500 metros (Colacicco-Mayhugh et al. 2010). Contudo, predominam em &reas neotropicais
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nas quais a densidade dos flebotomineos oscila em funcéo das estacbes climéticas do ano. A
umidade é um fator determinante para a manutencdo destes insetos nos abrigos, sendo
encontrados em diferentes ambientes, desde areas isoladas como grutas (Galati et al. 1997) a
areas urbanas, reforcando a hipotese da possivel adaptacdo dos vetores e parasitos a ambientes
modificados/antropizados e a animais domésticos como hospedeiros/reservatorios (Costa et al.
2007, Andrade et al. 2012, Kassen et al. 2012, Teles et al. 2013).

O ciclo de vida dos flebetomineos acontece nos criadouros, contudo ha de se considerar
a dificuldade de determinacdo desses locais. Na Ameérica do Sul e Central, os criadouros
apresentam-se em: i) solo terrestre de elevada umidade, porém ndo encharcado; ii) rico em
material organico de origem vegetal em decomposicdo (podendo conter fezes de animais
curtidas) e iii) com temperaturas que variam de 25°C a 28°C (Forattini, 1953). No ambiente
rural ou silvestre, os criadouros geralmente sdo fendas de rochas, base de troncos de arvores
com raizes tabulares, troncos ocos de arvores, solo de florestas sob arbustos e em tocas de
animais. Por sua vez, no ambiente urbano tratam-se de quintais muito arborizados e
sombreados, terrenos baldios com mato e lixo, bem como locais de criacdo de animais
domésticos (Forattini et al. 1953, Killick-Kendrick et al. 1977, Killick-Kendrick 1999).

Os flebotomineos apresentam ciclo de vida do tipo holometabolo, passando pelos
estagios de ovo, larva (contendo quatro estadios larvais), pupa e adulto (Figura 2). As
evidéncias de campo em regides neotropicais, sugerem que existam de 3 a 4 geracdes por ano
(Forattini 1973, Brazil & Brazil 2003). Ja& na regido do Mediterraneo, os flebotomineos
completam de uma a trés geracdes por ano, dependendo da espécie e localidade (Alten et al.
2016).
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Figura 2: Ciclo de vida holometabolo dos flebotomineos (A), ilustrando as fases de ovo (B), larva (C),
e pupa (D). Fotos: (A) adaptado de Lawyer et al. 2000, (B, C, D) Wladmir Fasito do Vale.

O ciclo se inicia com os adultos, macho e fémea, copulando. Os machos geralmente
precedem as fémeas por um ou dois dias, pois é necessario que a regido posterior do seu
abdémen gire 180° tornando-os aptos para a copula. O momento da cdpula varia de acordo com
cada espécie, podendo acontecer: i) logo apds o “nascimento” das fémeas e ii) antes, durante
ou apds o repasto sanguineo (Lawyer et al. 2017). Em geral, ap0s a copula, as fémeas procuram
um hospedeiro para o repasto sanguineo, colocando, em seguida, 0s ovos. Em insetario, em
condicdes ideais de temperatura e umidade, o periodo de incubacdo dos ovos varia de 4 a 10
dias (Killick-Kendrick & Killick-kendrick 1999).

Dos ovos eclodem as larvas que evoluem por quatro estadios. As larvas se alimentam
de detritos de animais e vegetais presentes no criadouro. Entre um estadio e outro, sofrem as
mudas, e deslocam sobre o substrato através de pseudopodes. Apos 30 a 60 dias, elas se fixam
ao substrato, perdem a cuticula (que fica amassada na base do inseto) e se transformam em pupa
(Hanson 1961). As pupas sdo cilindricas com tamanho aproximado de 2mm (Figura 2D). Elas

apresentam coloragdo amarelada tornando-se mais escuras a medida que se aproximam da
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muda. A fase pupal dura em média 10 dias, e a partir delas, emergem os adultos, machos ou
fémeas (Forattini 1973, Lawyer et al. 2000).

Os adultos sdo pequenos, com tamanho aproximado de 2 a 4mm. Eles apresentam:
coloracgdo palha; o corpo densamente coberto de cerdas finas; e posi¢cdo da cabeca formando
um angulo de 90° com o eixo longitudinal do térax. Quando vivos e em repouso, as asas Sao
mantidas abertas em posi¢do semiereta. Os adultos apresentam marcado dimorfismo sexual
podendo ser diferenciados pela extremidade posterior do abdémen: nos machos ela é bifurcada
(Figura 3A), enquanto que nas fémeas é pontuda ou ligeiramente arredondada (Figura 3B)
(Young 1979, Lawyer et al. 2000). Ambos os sexos se deslocam através de um voo curto, em
saltitos e silencioso, apresentando uma capacidade de dispersdo limitada (até 400 metros),
guando comparado a outros insetos (Dye et al. 1991, Morrison et al. 1993). Em relacdo a
alimentacdo, apresentam aparelho bucal picador sugador, contudo os machos tem mandibulas
rudimentares que ndo os permitem perfurar a pele e se alimentarem de sangue. Dessa forma, 0s
adultos de ambos os sexos sdo fitdfagos, ja tendo sido encontrados no trato digestivo desses
insetos frutose, glicose e sacarose (Lewis and Domoney 1966, Killick-Kendrick 1979).
Contudo, as fémeas também se alimentam de sangue, sendo fonte de proteinas e aminoacidos,
necessarios a maturacdao dos ovarios (Harwood et al. 1979). Nas colénias em condi¢des de
laboratério, as fémeas realizam apenas uma oviposicdo ao longo da vida, podendo colocar de
30 a 70 ovos (Buescher et al. 1984).

Figura 3: Adultos de Lutzomyia longipalpis: macho (A) e fémea (B). As setas pretas indicam a
extremidade posterior do corpo bifurcada nos machos enquanto nas fémeas é pontuda e ligeiramente
arredondada. Fotos: (A) José R. Botelho, (B) Luccas Malta
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Como mencionado anteriormente, a presenca de pecas bucais curtas e rigidas nos
flebotomineos ndo os permitem retirar o sangue diretamente dos vasos (Lewis and Domoney
1966, Killick-Kendrick 1979). Nesse sentido, a hematofagia é do tipo telmofagia, ou seja, a
fémea do flebotomineo lesa a derme do hospedeiro, cria um poco de sangue e alimenta-se nele.
Esse tipo de alimentacéo se traduz em picadas dolorosas (Gordon et al. 1952). E importante
destacar que a telmofagia também € importante para a infeccdo do flebotomineo com
Leishmania, ja que esse parasito € encontrado nos macrofagos da pele do hospedeiro (Lane
1993, Handman et al. 2002).

Algumas espécies de flebotomineos principalmente provenientes de areas temperadas,
podem apresentar periodos de diapausa, isto é, retencdo temporéaria do desenvolvimento. As
larvas de 4° estadio dessas espécies entram em diapausa e voltam a progredir quando o clima
se torna favoravel ao desenvolvimento larvéario (Tesh 1988). Com este conhecimento, as coletas
de flebotomineos para o estabelecimento de col6nias em laboratério, podem ser programadas
para favorecer a captura de espécimes das primeiras geracdes sazonais que ndo sao provaveis
de entrar em diapausa (Lawyer et al. 1991, Lawyer et al. 2017).

Referindo-se a Lutzomyia longipalpis, objeto de estudo desse trabalho, trata-se de uma
espécie descrita em 1912 por Lutz & Neiva. Desde sua descricéo, a ocorréncia de L. longipalpis
em areas com casos de leishmaniose visceral na América Latina levava a hipo6tese de que essa
espécie de flebotomineo estivesse envolvida na transmissdo de Leishmania infantum. Somente
em 1977, Lainson et al. comprovaram, em condic¢@es controladas de laboratério, a transmissao
de L. infantum por L. longipalpis a hamsters. Também no ano de 1977, foram capturadas em
areas com casos humanos de leishmaniose visceral em Santarém (PA), L. longipalpis infectadas
com L. infantum. Destaca-se que na regido, L. longipalpis era a Gnica espécie de flebotomineo
encontrada, confirmando assim a hipGtese de que essa espécie era vetora de L. infantum
(Lainson 1984, Lainson 1985).

A distribuigdo de L. longipalpis é bastante ampla, estando presente desde a regido norte do
México até a regido sul da Argentina (WHO 2019). A grande plasticidade genética e valéncia
ecologica dessa espécie se reflete na presenca dela nos ambientes silvestre, rural e urbano. Essa
espeécie apresenta limitada capacidade de voo, com uma dispersdo média de 400 metros (Dye
et al. 1991, Morrison et al. 1993). Nos ambientes rurais e urbanos, os adultos mostram-se bem
adaptados a habitacdo humana, vivendo proximo aos criadouros de animais domeésticos e a
anexos peridomiciliares, a exemplo dos abrigos de animais domésticos (cdo) e de criacdo

(galinhas e porcos). Trata-se de uma espécie considerada oportunista, pois realiza hematofagia



29

em uma grande variedade de hospedeiros, o que favorece a infecgdo e/ou transmissdo de
Leishmania. A somatdria desses fatores, faz de Lutzomyia longipalpis um grande desafio na
perspectiva do controle da leishmaniose visceral (Zeledon et al. 1984, Aguiar et al. 1987,
Passos-Dias et al. 2003, Barata et al. 2005, Missawa et al. 2008)

Lu. longipalpis
B Presente e vetor comprovado ou suspeito

I Ausente ou n3o descrito como vetor
[ ] N3o se aplica

Figura 4: Distribuicdo mundial de Lutzomyia longipalpis. As areas em vermelho correspondem a locais
onde o vetor esta presente e atua ou é suspeito de atuar como vetor do parasito Leishmania spp. e as
areas em verde correspondem aos locais onde o inseto ndo estd presente ou ndo atua como vetor da
leishmaniose. Fonte: WHO, 2019

1.3 Manutencg&o de coldnias de flebotomineos em laboratério

Apesar do conhecimento acumulado sobre os flebotomineos as lacunas relacionadas
principalmente aos criadouros e aos abrigos representam um grande desafio para o controle
desses insetos no campo, impactando diretamente nos casos de leishmanioses. Adicionalmente,
a limitagdo de informaces sobre as condi¢des ideais para o desenvolvimento dos flebotomineos
em suas diferentes fases de vida se traduzem como um fator que dificulta, ou até mesmo impede,
0 estabelecimento de col6nias em insetarios. Contraditoriamente, a0 mesmo tempo que é
necessario se conhecer mais sobre a biologia dos flebotomineos para cria-los em insetério,
grande parte do que se sabe sobre os estagios imaturos dos flebotomineos foi a partir das
coldnias estabelecidas em laboratdrio, justificando a importancia das criagdes em condigdes de
laboratdrio (Safyanova 1964).

Até 1978, poucas eram as espécies de flebotomineos que tinham sido mantidas em

insetario por mais de dez geracfes consecutivas, sendo elas: Phlebotomus argentipes,
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Phlebotomus papatasi, Lutzomyia longipalpis. Lutzomyia sanguinaria, Lutzomyia gomezi e
Lutzomyia flaviscutellata (Killick-Kendrick 1978). No cenario mundial, um levantamento
realizado em 2017, revelou a existéncia de 90 coldnias de flebotomineos, contemplando 21
especies diferentes, distribuidas em 35 laboratorios localizados em 18 paises. Referindo-se as
espécies do novo mundo, foram registradas 28 col6nias contemplando 6 espécies diferentes.
Dessas colonias, 71,4% eram de L. longipalpis. Referindo-se as espécies do velho mundo,
foram registradas 62 colbnias contemplando 15 espécies diferentes. Dessas colbnias, 33,9%
eram de P. papatasi e 21% de P. perniciousus. Esses nimeros, quando comparados a criagdo
de outros insetos vetores (ex. Aedes aegypti,) revelam que sdo poucos os laboratdrios que
conseguiram estabelecer coldnias de flebotomineos em insetéario, impactando, possivelmente,
no namero de estudos relacionados a esses insetos. Esse levantamento de 2017 revelou que as
metodologias de criacdo utilizadas diferem entre os laboratorios muitas vezes por conta da
disponibilidade de recursos, custos e de méo de obra qualificada. Nem todas as espécies de
flebotomineos respondem igualmente a essas diferentes metodologias de criacdo, podendo ser
necessario que existam modificacGes especificas para atender as particularidades de cada

espécie (Lawyer et al. 2017).

Desde a primeira descricao de criacdo de flebotomineos por Grassi (1907), alguns outros
trabalhos se seguiram (Hertig & Johnson 1961, Schmidt 1964, Gemetchu 1971, Christensen
1972, Sherlock & Sherlock 1972, Chaniotis 1975, Killick-Kendrick et al. 1977, Ward 1977,
WHO 1977, Young et al. 1981) culminando no desenvolvimento da metodologia proposta por
Modi & Teshi (1983). Esses autores descreveram uma metodologia de criagdo destinada a L.
longipalpis e a P. papatasi (Figura 5). Apds o repasto sanguineo, 200 a 250 fémeas gravidas
eram transferidas para potes plasticos, para oviposicdo. Um pequeno pedaco de algoddo
embebido em frutose 30% ficava disponivel aos insetos, externamente ao frasco, sobre o nailon,
como fonte de &gua e acucar. Os potes eram acondicionados em caixas plasticas tampadas
contendo uma esponja Umida de forma a manter alta umidade. Por sua vez, as caixas eram
mantidas em ambientes a 28°C, 60%-70% de umidade e fotoperiodo de 14 horas claro:10 horas
escuro. Apds a morte das fémeas, elas eram retiradas dos potes com auxilio de uma pinga. Todos
0s ovos colocados por elas ficavam em contato com o gesso que recobre o fundo do pote. Por

cima dos ovos era polvilhada uma fina camada de racao (mistura de fezes secas de coelho, racédo

1 Os potes tem capacidade de 500mL, apresentam no fundo uma camada de 2cm de espessura de gesso saturado
sobreposta a 30 a 35 orificios (7mm didmetro) no fundo do frasco. Apresentam como tampa uma fina cobertura
de nailon presa no corpo do frasco. Na lateral do frasco, tem-se um furo de dimensdo minima a permitir a insergao
do capturador de insetos, que deve permanecer tampado por um pedago de algodéo.
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para coelho, figado de boi em pd). Os potes eram verificados a cada 2 ou 3 dias, sendo
adicionada racdo. Apos o0 nascimento dos adultos, 300 a 350 espécimes eram cuidadosamente
transferidos para uma gaiola de nailon? com auxilio de um capturador. Dentro da gaiola, 0s
adultos acasalavam e se alimentavam de frutose 30%, oferecido em um algodao. Por sua vez, a
hematofagia das fémeas era realizada em um hamster anestesiado com cloridrato de Ketamina.
Retirado o hamster de dentro da gaiola, ela era colocada dentro de um saco pléstico contendo

uma esponja Umida, sendo mantida a 25° C. Segundo os autores, dispondo de uma dedicacéo a

col6nia de 2 a 3 horas/dia, a partir da preconizacao descrita, seria possivel obter semanalmente
de 4.000 a 5.000 adultos.

Figura 5: Esquema da metodologia de Modi & Teshi (1983) utilizada na manutencdo da col6nia do
Laboratdrio de Fisiologia de Insetos Hematdfagos (ICB-UFMG). (1) Fémeas de Lutzomyia longipalpis
realizando repasto sanguineo em hamster macho anestesiado com Thiopentax. (2) Cerca de 5 dias apds
0 repasto, quando as fémeas ja realizaram a digestdo do sangue ingerido, elas sdo transferidas junto aos
machos para potes plasticos de oviposi¢do fechados com voil. Dentro dos potes é colocado uma sanfona
de papel filtro para aumentar a &rea de oviposi¢cdo das fémeas. (3) Ap6s a morte dos insetos, o voil é
retirado e substituido por plastico filme. (3.1) Larvas L1 e L2 alimentadas com racdo composta por
mistura de fezes secas de coelho, racdo para coelho e himus. (3.2) Larvas L3 e L4 alimentadas com
proteina de soja e Neston®. (4) Plastico filme substituido por tecido voil. (4.1) Pupacdo seguida da
emergeéncia dos insetos adultos. (5) Soltura dos insetos adultos em gaiolas de nylon. (6) As gaiolas s&o
colocadas dentro de sacos plasticos junto com esponjas humedecidas, as esponjas mantem a umidade
necessaria para a sobrevivéncia dos insetos. Foto: (1) Natélia Saab

2 As gaiolas devem apresentar area equivalente a 18cm?, sendo confeccionadas em nailon, cujas extremidades
ficardo presas em uma estrutura de ago através de fios presos em seus 0ito cantos.
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Apesar de parecer simples, na pratica, a criacdo dos flebotomineos é uma atividade
laboriosa, que demanda, além de infraestrutura, recurso humano capacitado e dedicacéo.
Existem algumas estratégias que podem ser adotadas para melhoria das coldnias de laboratorio.
Podem ser feitos aportes periddicos de espécimes de campo, garantindo assim uma maior
variabilidade genética para que a coldnia consiga sobreviver a gargalos populacionais. Ao se
introduzir a populacéo selvagem deve-se ter cuidado para ndo infectar a colonia com algum
patogeno (bactérias, acaros, fungos, etc.). E muito importante que haja uma observacio diaria
por uma ou mais geracGes da colbnia para que o pesquisador ou responsavel técnico consiga
obter caracteristicas da progénie. Durante esse periodo de observacdo, dados sobre incubacédo
dos ovos, muda de um estagio larval para outro, pupacao e emergéncia de adultos deverdo ser
registrados em uma tabela de sobrevivéncia, para que posteriormente sejam analisados,
resultando em uma tabela de vida especifica por estagio. Também devem ser feitas anotacdes
diérias de temperatura e umidade, do nimero médio de fémeas alimentadas apds cada repasto,
bem como o nimero de machos e fémeas removidos da colbnia para fins de pesquisa. 1sso
porque todas essas varidveis podem impactar no tamanho da colonia e, por sua vez, na
capacidade de crescimento. O repasto deve ser feito pelo menos trés vezes por semana para
auxiliar no estabelecimento da col6nia, através do uso de cobaias anestesiadas ou membranas
em aparelho artificial (Hemotek ou alimentador de vidro). E é aconselhado retirar o aglcar 24
horas antes do repasto (Lawyer et al. 2017).

Alguns fatores podem interferir na postura de ovos das fémeas, como a quantidade de
larvas/pote e de adultos/gaiola (Killick-Kendrick et al. 1987). As gaiolas devem medir
30x30x30 cm e acomodar até 3.000 adultos (Lawyer et al 2017). Ja os potes de oviposicao e de
criacdo das larvas podem ter 6 cm (acomoda até 20 fémeas gravidas) ou 14 cm (acomoda de
100-150 fémeas gravidas) de diametro, variando de acordo com a demanda/producao da coldnia
(Volf et al. 2011). O periodo de diapausa de cada espécie também pode ocasionar a diminui¢cdo
da oviposigdo. Para diminuir os impactos causados pela diapausa, pode-se coletar adultos
selvagens para montar um estoque de col6nia durante o primeiro pico populacional, quando é
improvavel que haja diapausa, evitando assim a coleta de ovos ou larvas de diapausa. Também
é recomendado diminuir a temperatura do local de acondicionamento dos potes e, em seguida,

ir aumentando aos poucos até que as larvas atinjam o estagio de pupa (Lawyer et al. 2017).

Os flebotomineos adultos podem ser encontrados naturalmente infectados com uma
variedade de protozoarios, nematoides, cestdides, fungos, bactérias e virus (Young et al. 1977,

Warbug et al. 1991). Em alguns casos esse parasitismo pode ser benéfico, mas em outros pode
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trazer consequéncias negativas para a colonia. Um exemplo bastante comum séo as gregarinas,
um parasito invertebrado apicomplexa que pode desenvolver uma relagdo comensal com o
inseto. Porém esse parasito pode chegar a altos niveis de infestacdo e se tornar prejudicial a
viabilidade das col6nias. Infec¢gdes causadas por nematoides podem impactar na capacidade

reprodutiva das fémeas (fertilidade e fecundidade) (Dougherty & Ward 1991).

Os acaros também podem parasitar col6nias de flebotomineos. Eles sdo muito dificeis
de se evitar e ja foram encontrados parasitando 16 géneros e 39 espécies de flebotomineos. Os
acaros deixam cicatrizes no exoesqueleto que podem ser prejudiciais ao inseto. Algumas
espécies sdo entomoféagicas e em grande nimero podem rapidamente dominar um pote de
larvas, por isso seu controle deve ser iniciado rapidamente (Lewis et al. 1981). Os potes devem
ser verificados para a presenca de acaros pelo menos uma vez por semana. Para controlar as
infeccbes causadas por fungos e bactérias € importante disponibilizar a medida adequada de
racdo de acordo com a quantidade de larvas em cada pote e utilizar um tipo de ragdo que seja
consumida rapidamente pelas larvas, evitando assim, o aparecimento de fungos e bactérias. As
infeccbes por bactérias também podem ser controladas com o uso de antibidticos
(penicilina/estreptomicina) adicionados ao acucar disponibilizado aos adultos (Volf et al.
2011).

A metodologia proposta por Modi & Teshi (1983) tem sido a mais comumente adotada
para a criacdo de L. longipalpis, evidentemente que incorporando alteragdes de forma a atender
as especificidades dos insetéarios (ex. disponibilidade de pessoal qualificado para cuidar da
col6nia, espaco para acomodacao de gaiolas, potes de oviposicdo e potes com larvas). Contudo,
independente do detalhamento metodoldgico adotado, é necessario que seja ofertado as fémeas
dos flebotomineos o repasto sanguineo. Essa alimentacdo pode ser in vivo, a partir do uso de
cobaias anestesiadas (Modi & Teshi 1983), ou in vitro, disponibilizando o sangue em
alimentador artificial (Cosgrove et al. 1994). O mesmo racional se aplica para a realizacdo das
infeccOes experimentais dos flebotomineos com Leishmania. Tal infec¢éo pode ser realizada in
vivo, a partir da alimentacdo do inseto em uma fonte alimentar anestesiada previamente
infectada com o patogeno (Paiva et al. 2007), ou in vitro, disponibilizando em alimentador

artificial o sangue contendo o parasito (Diaz-Albiter et al. 2012).

A alimentacdo dos flebotomineos in vivo, seja para a criagdo/manutencdo de colonias
ou infeccdo experimental, pressupde a disponibilidade de uma fonte alimentar viva. Geralmente

séo utilizados hamsters (Mesocricetus auratus). Apesar da alimentagéo in vivo ser a situagéo
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que mais se assemelha da realidade, o uso de cobaias traz consigo pontos relevantes. Nesse
centario, ha de se considerar o impacto causado pela atividade experimental ao bem-estar das
cobaias, devido ao estresse gerado pelo proprio manuseio e procedimento de anestesia.
Adicionalmente, a manutencdo das cobaias em biotério, seja ele proprio ou externo, se traduz
em investimento de infraestrutura e de recursos financeiros e humanos que permitam a criagéo
dos animais em concordéancia com as normas e regulamentacdes dedicadas ao uso de animais

em experimentacéo.

Referindo-se a alimentacdo in vitro, sua realizacdo pressupde a existéncia de um
equipamento adequado a disponibilizacdo do sangue aos flebotomineos, seja para a
criagdo/manutencdo de colbnias ou algum delineamento experimental via alimentacdo
sanguinea (ex.infeccdo experimental). Essa metodologia dispensa o uso dos animais Vvivos e,
por consequéncia, todo o sofrimento imputado a eles durante a atividade, bem como gastos
relacionados a sua criagcdo/aquisi¢do. Inclusive, pode-se utilizar como fonte de alimentacéo
sangue humano heparinizado, substituindo as cobaias completamente da metodologia de
alimentacdo. A Heparina é utilizada como anticoagulante pois entre todos 0s outros compostos
anticoagulantes disponiveis ela é a que mais se aproxima da alimentacéo realizada diretamente
no hospedeiro mamifero. Apesar de causar menor impacto na atividade tripsinolitica intestinal
de L. longipalpis, quando comparada a outros anticoagulantes como Citrato de sédio, a heparina
naturalmente que impacta na alimentacdo do inseto vetor (Silva 2015). Adicionalmente, nos
ensaios de infeccdo experimental é possivel trabalhar com informagdes mais precisas,

conhecendo-se a quantidade de parasitos disponivel por unidade de sangue.

Nesse sentido, apesar de se reconhecer que a alimentacgdo in vitro, quando comparada a
in vivo, reduz significativamente o impacto relacionado ao uso de cobaias vivas, com énfase no
sofrimento e morte dos animais, ndo se pode negar a agressividade e complexidade inerente ao
uso da pele de pintinho como membrana no Hemotek (Discovery Workshops, Accrington,
United Kingdom), ou em alimentador de vidro (Kontes Custom Glass, Vineland, NJ). A
obtencéo da pele de pintinho se da a partir da eutanasia de filhotes de Gallus gallus domesticus
com no maximo 7 dias de vida. Apos eutanasiados, a pena da regido abdominal e posterior dos
filhotes é removida delicadamente. Em seguida, é feita uma incisdo com auxilio de uma tesoura
na regido da cloaca, e a partir dessa incisdo, a pele é descolada da musculatura. Dessa forma,
seja para a criagcdo/manutencéo de colonias ou infeccao experimental, € fundamental investigar

outra(s) membrana(s) que possam ser utilizadas.
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O alimentador de vidro consiste em um conjunto de estruturas conicas feitas de vidro
(Figura 6), conectadas por um circuito externo preenchido por &gua, que circula pelos vidros.
O sistema mantém o sangue na temperatura ideal (37°C-39°C) atraves da circulacdo da agua,
via termocirculador conectado ao aparato de vidro, em sua superficie externa. As membranas

séo acopladas na abertura da base inferior da estrutura de vidro (Rutledge et al. 1964).

Figura 6: Sistema artificial de vidro utilizado para repasto sanguineo de fémeas de Aedes aegypti
equipado com termocirculador (seta preta), com membrana acoplada a abertura inferior da estrutura de
vidro do aparato (seta vermelha). Fonte: Dias et al. 2020

Apesar da existéncia do alimentador de vidro (Kontes Custom Glass, Vineland, NJ), a
alimentacdo in vitro de diferentes modelos bioldgicos tem sido comumente realizada utilizando
0 Hemotek (Hemotek Ltd.) (Figura 7). O equipamento possui um termostato que permite ajuste
preciso da temperatura do sangue, favorecendo a alimentacdo artificial e o in6culo de
parasitos/patdgenos nos experimentos de infeccdo artificial. Este equipamento foi inicialmente
projetado para a alimentacgdo de culicideos (Cosgrove et al., 1994). O Hemotek (Hemotek Ltd)
é composto por um pequeno reservatério cilindrico de aluminio (3,7 cm de diametro). A parte
inferior do reservatorio, que entrard em contato com 0s insetos, € coberta por uma membrana

de alimentacdo (pele de pintinho, membrana de colageno, Parafilm®, etc). O reservatério
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comporta até 5ml de sangue, possuindo no lado oposto onde a membrana € fixada dois orificios
vedados com tampa de pléstico removivel, um para introduzir o sangue e outro para a saida do

ar, facilitando o seu enchimento.

Figura 7: (A) Aparato Hemotek montado para a alimentagdo artificial de L. longipalpis ajustado em
cima do pote telado onde os insetos sdo mantidos durante o repasto. (B) Detalhe do reservatério (c), do
anel de vedagdo (seta vermelha) e do suporte termostatizado (t), onde o reservatério é acoplado,
formando a unidade de alimentagdo. O aparelho permite a utilizacdo em simultaneo de até cinco
unidades de alimentagdo. O volume de sangue utilizado para uma refei¢do padréo de flebotomineos é
de 2ml. Foto: (A) Mauricio Sant'Anna (B) Manual do equipamento (Hemotek Ltd).

Com vistas a tornar mais semelhante a alimentacdo in vitro e a in vivo, dois pontos
merecem atencgdo: i) a temperatura na qual o sangue seré ofertado ao inseto no alimentador
artificial e ii) a membrana utilizada no equipamento como interface inseto-sangue, que simula
grosseiramente, a pele do hospedeiro vivo. Nesse sentido, o uso do Hemotek para realizagao do
presente projeto visou um maior controle das condi¢fes da alimentacdo in vitro, bem como

obtencdo de uma maior reprodutividade dos experimentos e homogeneidade dos resultados.

Por fim, é importante destacar, devido ao carater artificial da alimentacéo in vitro, a
auséncia de varios estimulos importantes para a alimentacdo dos insetos (ex. cheiro dos
hospedeiros). Isso pode impactar na qualidade da hematofagia realizada e, consequentemente,
nos indicadores diretamente relacionados a ela (ex. tempo necessario para iniciar a alimentag&o;
tempo necessario para concluir a alimentacdo; volume total de sangue ingerido) refletindo,
assim, no desenvolvimento dos insetos (ex. fecundidade; tempo de sobrevivéncia dos insetos).

A primeira alimentacdo de artrépodes hematdfagos com membranas foi feita por
Rodhain et al. no ano de 1912, que alimentaram moscas tsé tsé (Glossina spp.) com sangue nao
aquecido e citratado através de uma membrana de pele de rato. Adler & Theodor (1927) foram



37

0s primeiros a realizar a alimentacdo por membrana com flebotomineos, quando usaram uma
membrana feita de pele de coelho para infectar Phlebotomus papatasi com L. infantum Nicolle
e L. braziliensis sensu lato, a partir de emulsdes dos parasitos em soro inativado ou sangue
desfibrinado de coelho. Experimentos controle também foram realizados com Leishmania
tropica (Wright) em P. papatasi infectados de forma semelhante. Ward em 1974, alimentou L.
flaviscutellata capturados na natureza com sangue de galinha a 37°C, através de membranas

feitas a partir de pele de filhote de camundongo e pele de pintinho.

Denlinger et al. (2016), demonstraram que fémeas de P. papatasi se alimentam através
de uma membrana Parafilm utilizando o sistema de alimentagdo Hemotek (Discovery
Workshops, Accrington, Reino Unido). Foram usadas duas membranas para alimentacdo in
vitro: intestino de porco lavado com agua destilada e Parafilm. O Parafilm foi enrolado no braco
de um voluntério durante 10 minutos para absorver o suor e odores, com 0 intuito de atrair as
fémeas para a fonte de sangue aquecida. Foram feitas 4 repeticOes de cada combinacdo de
tratamento: sistema de alimentacdo, com membrana (Parafilm e intestino de porco), 250 ou 500
fémeas adultas de P. papatasi, e com ou sem exala¢bes de CO.. O aumento do percentual de
fémeas alimentadas com exala¢do de CO- foi mais visivel no Hemotek com Parafilm com 500
fémeas. O uso do Parafilm com suor foi uma combinacdo bem-sucedida para atrair fémeas de
P. papatasi, O resultado obtido sugere e apoia que uma combinacéo de odores corporais (suor)
com CO: funciona como uma isca potente para flebotomineos e que essas combinac6es podem
ser consideradas como sistemas alternativos de alimentacéo, ao invés do uso de roedores, por
reduzirem os custos associados a manutencao das coldnias de biotério. Essas técnicas também
reduzem os riscos potenciais de seguranca e a necessidade de protocolos associados a

manutencdo e manuseio de animais e substancias anestésicas.

Apos realizacdo do repasto sanguineo das fémeas dos flebotomineos, a confirmacao do
mesmo € fundamental para assegurar a continuidade das atividades, sejam elas a
criagdo/manutencdo das col6nias e/ou atividades de experimentacdo que demandam que 0S
insetos se alimentem. Nesse sentido, uma ferramenta disponivel é a dosagem de hemoglobina.
Essa técnica pode ser por métodos manuais utilizando espectrofotémetro ou por automacao em

contadores hematologicos.

O método mais comumente utilizado para a dosagem de hemoglobina, e que foi utilizado
durante a realizacdo do presente estudo, é o cianometemoglobina, que tem como principio a

oxidacdo ao estado férrico do Fe (1) do grupo heme da hemoglobina, oxihemoglobina e
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carboxihemoglobina, pelo ferricianeto formando hemoglobina (Hi), que se combina com o
cianeto ionizado para produzir cianeto de hemiglobina (HiCN). Esse método tem em sua
composicao o cianeto de potassio, um reagente altamente toxico, que por si s, ja justifica a
busca por metodologias de quantificacdo do repasto sanguineo menos toxicas e agressivas para
0s seres humanos e o meio ambiente (Queiréz 2022). Contudo, € importante destacar que a
execucao dessa técnica exige a disponibilizacdo de equipamentos relacionados (leitor de Elisa,
pipetas, geladeira, balanca, micronomogenizador), materiais de consumo (placas de cultura,
ponteiras) e recurso humano capacitado. Frente a tais limitagdes, o uso de imagens poderia ser

um importante aliado para tais estudos.

1.4 Anélise de imagem

A grande maioria dos dados das pesquisas realizadas na area da biologia sdo obtidos a
partir de imagens. O uso da tecnologia microscopica automatizada nos ultimos anos e o volume
e a complexidade dos dados de imagens obtidos atraves dela aumentaram tanto ao ponto de ser
impossivel analisa-los sem o0 uso de computadores e softwares. Portanto, os bidlogos dependem
cada vez mais de pesquisadores da area da computacdo para desenvolver novos softwares que
possibilitem a analise dessas imagens. Indiscutivelmente, a analise de imagem
computadorizada supera as limitaces de um observador humano (Turing 1953, Altschul et al.
1990, Myers et al. 1990). Os variados tipos de dados de imagens requerem técnicas de visdo
computacional para, por exemplo, reconstruir volumes de partes sobrepostas, procurar
caracteristicas biologicamente relevantes, rastrear caracteristicas no espagco e no tempo, e
comparar espécimes por meio de mapeamentos de atlas digitais (anatdmicos ou celulares) (Bao
et al. 2006, Megason et al. 2007, Keller et al. 2008, Fowlkes et al 2008, Murray et al. 2008,
Long et al. 2009, Anderson et al. 2009, Neumann et al 2010, Collinet et al. 2010, Fernandez et
al. 2010, Shariff et al. 2010, Saalfeld et al. 2010, Peng et al. 2010).

O programa Fiji é um software que foi desenvolvido principalmente para a analise de
imagens de microscépio eletrénico de varredura e de raio X. Ele foi criado para aumentar a
imagem de microscopios eletrdnicos possibilitando a caracteriza¢do de elementos, que ndo era
possivel com as ferramentas ja disponiveis. Um dos pacotes oferecidos pelo Fiji, livre e de
codigo aberto, mais populares para a analise imagens ¢ o ImageJ, que inclui uma grande
variedade de bibliotecas organizadas, plugins relevantes para pesquisa bioldgica, linguagens de
script, tutoriais e documentacgdo abrangentes. Sua primeira versao foi lan¢ada no ano de 1997 e

desenvolvida por Wayne Rasband, voluntario no Instituto Nacional de Satude em Maryland nos
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Estados Unidos. O ImageJ se trata de um software gratuito que utiliza a linguagem de
programacéo Java. O software cresceu ao longo dos anos, saindo de um aplicativo pequeno
utilizado nos Institutos Nacionais de Saude (NIH), para um programa de alcance internacional
e que conta com centenas de colaboradores e milhares de usuarios (Schindelin et al. 2012,

Springer Science+Business Media 2018).

O Fiji atualiza a arquitetura subjacente do ImageJ e permite que os pesquisadores se
concentrem no processo de desenvolvimento de solug6es inovadoras e de ponta para analise de
imagens bioldgicas. As ferramentas avancadas para analise de imagem, em conjunto com a
facilidade e familiaridade da interface de usuario do ImajeJ, atraiu muitos pesquisadores para a
plataforma (Schindelin et al. 2012). O programa também fornece aos usuarios ferramentas para
geracdo de pipelines avancados (técnica de hardware que permite que a CPU realize a busca de
uma ou mais instrucgdes) para o0 processamento de imagens, por meio de linguagens de script
(linguagem de programacdo que suporta programas escritos para um sistema que automatiza a
execucdo de tarefas que seriam executadas, uma de cada vez, por um operador humano) e
bibliotecas capazes de processar grandes quantidades de imagens ao mesmo tempo. O software
ImageJ, como dito anteriormente, possui diversos recursos nativos que foram utilizados neste
trabalho, tais como: ferramentas de selecdo, compatibilidade com varios formatos de imagens,
ajustes de cor e histograma, ferramentas de medicdo automaticas, escala de imagens e

segmentacdo (Rueden et al. 2016).

Guerra (2020) utilizou o Fiji ImageJ para analisar imagens obtidas em experimentos de
microscopia intravital de Cimex lectularius. Fémeas de C. lectularius (10 dias em jejum) foram
alimentadas durante 60 minutos, em alimentador artificial de vidro conectado a um
termocirculador para manter a temperatura do sangue entre 37-39°C, utilizando um pedaco de
luva de latex lavada como membrana, com 5ml de sangue humano heparinizado, contendo
200ul de fluorocromo laranja de acridina (0,05%, preparado em salina 0,9%). O processo de
salivacdo foi investigado, por microscopia intravital, através da alimentacao dos insetos na pele
da orelha de camundongos hairless anestesiados via intraperitoneal. As fémeas de C. lectularius
foram alimentadas na orelha dos camundongos, para observacdo da deposicdo de saliva
fluorescente na pele do hospedeiro. Foi visualmente avaliado o tipo de vaso utilizado;
ocorréncia de alteraces no didmetro dos vasos (vasoconstricao e/ou vasodilatacdo); a presenca
ou ndo de hemorragias; ganho de peso (peso final - peso inicial; mg); e tempo total de

alimentacdo, sondagem e ingurgitamento (min).
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Os experimentos de microscopia intravital foram filmados com auxilio de uma camera
(Canon EOS 600D) acoplada a um microscépio de epifluorescéncia (Leica DM 500). As
filmagens produzidas foram analisadas através do programa Fiji ImageJ. A partir das
ferramentas disponiveis no ImageJ, foi delimitada uma area fixa (méscara) abrangendo todo o
sitio de alimentac&o (area de sondagem e vaso canulado). Por meio do recurso PADI de variacao
da densidade integrada (Integrated Density — IntDen), foi estimada a liberacdo de saliva
fluorescente e a movimentacdo da parede dos vasos. Foi observado que a deposicdo de saliva
ocorre durante toda a alimentacao dos insetos, comegando no momento em que as pecas bucais
entram em contato com a derme do hospedeiro. Sendo depositada em maior quantidade na fase

de sondagem e em menor quantidade, na fase de ingurgitamento.

Indiscutivelmente o Image J € um programa de facil instalacdo que facilita a interacédo
entre bidlogos e especialistas em programacéo, e possui uma funcgéo de atualizagdo que permite
um rapido retorno entre o desenvolvimento e o0 uso de seus componentes (Rueden et al. 2016).
Contudo, ndo existe, até 0 momento, nenhuma metodologia que permita a avaliacdo do repasto

sanguineo de flebotomineos, sendo esse, portanto, um dos objetivos desse trabalho.
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2. JUSTIFICATIVA

A distribuicdo atual de Lutzmoyia. longipalpis é bastante ampla, estando presente desde
a regido norte do Meéxico até a regiao sul da Argentina (WHO 2019). A grande plasticidade
genética e valéncia ecoldgica dessa espécie se reflete na presenca dela nos ambientes silvestre,
rural e urbano, nos quais apresenta comportamento hematofagico oportunista, alimentando-se
em uma grande variedade de hospedeiros, favorecendo, assim, a manutencdo do ciclo de

Leishmania sp. agente etioldgico da leishmaniose (Killick-Kendrick 1999).

Sabendo-se da importancia dos estudos com L. longipalpis, a criacdo da espécie em
insetario é considerada estratégica. Contudo, trata-se de uma atividade complexa e laboriosa,
na qual poucos pesquisadores obtém sucesso. A metodologia proposta por Modi & Tesh (1983)
tem sido a mais comumente adotada para a criacdo e manutencdo de L. longipalpis,
incorporando modificacbes que atendam as especificidades de cada insetario (ex.
disponibilidade de pessoal qualificado para cuidar da colénia, espaco para acomodacdo de
gaiolas, potes de oviposicao e potes com larvas). Um ponto importante para a manutencdo dos
flebotomineos é a oferta do repasto sanguineo as fémeas, seja in vivo, a partir do uso de cobaias
(Modi & Tesh 1983), ou in vitro, utilizando alimentador artificial (Cosgrove et al. 1994). Nesse
cenario, pode-se também pensar nas infec¢bes experimentais dos flebotomineos com
Leishmania, podendo ser realizada in vivo, utilizando cobaias previamente infectadas, ou in
vitro, a partir cepas do parasito mantidas artificialmente e ofertadas aos insetos no alimentador
artificial. Tanto a alimentacdo in vivo quanto a in vitro apresentam vantagens e desvantagens,
contudo, o aperfeicoamento da técnica in vitro, pensando na reducdo e/ou eliminagdo do uso

cobaias no processo, € desejavel (Denlinger et al. 2016).

Atualmente a alimentacgdo in vitro dos flebotomineos, seja para a criagdo/manutencao de
colbnias ou infeccdo experimental, tem sido realizada com auxilio do Hemotek (Discovery
Workshops, Reino Unido) (Denlinger et al. 2016). Para a execucdo de tais atividades o sangue
humano é ofertado a 37° C aos insetos sendo utilizada como membrana, na interface sangue-
flebotomineo, a pele de pintinho (Gallus gallus domesticus) (Ward 1974). E importante
mencionar que os flebotomineos ndo se alimentam satisfatoriamente quando sdo utilizadas
outras membranas. Considerando a agressividade e complexidade do processo para se obter a
pele de pintinho, justifica-se a importancia desse trabalho que investigou a eficiéncia de uma
membrana composta de Parafilm® M associada a Plasmagel na alimentacdo artificial,
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comparando-a & pele de pintinho, na perspectiva de sua substituicdo. Adicionalmente, tal

membrana foi comparada a eficiéncia observada na alimentag&o in vivo utilizando hamster.

Para a confirmacéo do repasto sanguineo, tradicionalmente realizada pela metodologia de
dosagem de hemoglobina, desenvolveu-se nesse trabalho um método de analise de imagens. A
técnica de dosagem de hemoglobina apesar de sensivel é muito laborasiosa, exigindo o
desenvolvimento de muitas etapas. Isso pode desencadear diversos erros (ex: perda de amostras,
degradacdo dos reagentes pela luz, erros de pipetagem, erros ao montar as placas, etc.),
principalmente quando o n amostral € grande comprometendo, assim, a confiabilidade dos
resultados. Nesse sentido, o desenvolvimento de uma técnica de imagem mais simples e que
exija menor infraestrutura - pode trazer ganhos consideraveis, principalmente em ensaios que

exijam gue os insetos sejam mantidos vivos apds a avaliacdo do repasto.

Acreditamos que os resultados obtidos nesse trabalho podem agregar conhecimento préatico
tanto na criacdo/manutencdo dos flebotomineos em condi¢des de laboratério, quanto na
avaliacdo do repasto sanguineo em estudos nos quais a alimentacdo é um fenémeno importante

a ser considerado.
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3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo Geral
Otimizar a analise de imagem para estimar o tamanho do repasto de Lutzomyia longipalpis e

avaliar o Parafilm® tratado em alimentador artificial.

3.2 Objetivos Especificos

- Avaliar o uso da membrana Parafilm® M tratada com Plasma gel para a alimentagio sanguinea
in vitro de Lutzomyia longipalpis em laboratério;

- Avaliar a influéncia da idade pds emergéncia dos insetos adultos no repasto sanguineo das
fémeas;

- Comparar a metodologia de analise de imagem com a metodologia de dosagem de
hemoglobina para avaliar o repasto dos insetos apds os ensaios de alimentagdo (in vitro e in
Vivo);

- Estabelecer um protocolo de processamento de imagens para estimar o tamanho do repasto

sanguineo das fémeas de Lutzomyia longipalpis.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1 Material Bioldgico
4.1.1 Lutzomyia longipalpis

Foram utilizados Lutzomyia longipalpis, procedentes de Teresina (PI). Os
flebotomineos vem sendo mantidos em coldnia fechada no insetario do Laboratorio de
Fisiologia de Insetos Hematdfagos (ICB-UFMG) desde 2008, em condig¢Bes controladas de
temperatura (25£1°C) e umidade (80-95%). A criacdo dos insetos foi realizada em concordancia
com metodologia de Modi e Teshi (1983). Apds a emergéncia, os adultos foram liberados em
gaiolas de criacdo (nailon) envoltas por um saco plastico. Dentro dos sacos plasticos contendo
as gaiolas foi inserida uma esponja embebida em &gua com o objetivo de manter os insetos em
um ambiente com alta umidade (>80%). Os insetos foram alimentados ad libitum com solucéo
de sacarose a 15% em algoddo hidrofilo e mantidos sob fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuriddo. De 3 a 4 dias ap6s a muda, as fémeas eram colocadas para realizarem o

repasto sanguineo em hamster anestesiado.

4.1.2 Hamster

Foram utilizados nos experimentos hamsters (Mesocricetus auratus) (40 a 60 dias de
vida, de 100 a 150 gramas) criados no biotério do Departamento de Parasitologia (ICB-UFMG),
mantidos em gaiolas com a agua e racdo ad libitum. Destaca-se que os hamsters utilizados nos
experimentos ndo tiveram contato prévio com flebotomineos ou com o anestésico utilizado.
Para a alimentacdo da coldnia e para os testes de alimentacdo in vivo, os hamsters foram
anestesiados com Thiopentax (100ul/100g) (CEUA 262/2021).

4.2 Avaliacdo do uso da membrana Parafilm® M tratada com plasmagel para a
alimentacéo sanguinea in vitro de Lutzomyia longipalpis em laboratério

4.2.1 Preparacéo do plasma gel e tratamento da membrana Parafilm® M

Tanto para o preparo do plasma gel como para alimentagdo dos insetos in vitro foi
utilizado sangue humano coletado por punc¢do venosa com auxilio de tubos de coleta a vacuo
(Vacutainer®) contendo heparina de sodio (0,04pl heparina/ml de sangue). Apds a coleta, 4 ml
do sangue heparinizado foi centrifugado a 4000g durante 15 minutos para separar as hemacias
(pellet) do plasma (sobrenadante). O sobrenadante foi retirado delicadamente com auxilio de
uma seringa (Figura 8A) entdo submetido de 6 a 20 ciclos de aquecimento em aparelho micro-

ondas, na poténcia maxima, com duracao de 2 segundos/cada. O plasma era retirado de 2 em 2



45

ciclos para verificagdo da consisténcia. O aquecimento foi interrompido quando o material se
“solidificou” por completo atingindo o aspecto gelatinoso caracteristico do plasma gel (Figura
8B). Apbs o0 seu preparo, o plasma gel foi acondicionado em tubo eppendorf lacrado com

Parafilm® para ndo sofrer nenhuma contaminagdo ou interferéncia de odor e mantido na
geladeira (4 °C).

~sreernpppain|
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Figura 8: (A) Plasma obtido ap6s centrifugacdo do sangue; (B) Plasma gel formado apds os ciclos de
aquecimento apresentando o seu aspecto gelatinoso caracteristico.

O tratamento da membrana Parafilm® foi realizado apds 60-150 minutos do preparo do
plasma gel. Meia hora antes dos experimentos, e com a membrana acoplada ao reservatorio de
sangue do alimentador artificial (Hemotek), uma pequena quantidade do plasma gel (Figura
9A) foi espalhada cuidadosamente sobre toda a superficie da membrana de forma homogénea
até secagem completa a temperatura ambiente (Figura 9B).
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Figura 9: (A) Membrana artificial (Parafilm® M) acoplada ao reservatério do Hemotek pelo anel de
vedacdo logo apds aplicacdo do plasma gel. (B) Membrana ap6s secagem do plasma gel e com
reservatorio cheio de sangue.

4.2.2 Ensaio de alimentacao in vitro

Para os testes de alimentacéo, foram utilizados insetos adultos com diferentes idades (3,
4,5 e 6 dias) p6s emergéncia. Os flebotomineos receberam solugéo acucarada 15% ad libitum
até 24 h antes dos experimentos, quando foram separados em potes devidamente identificados,
contendo 30 fémeas e 6 machos, em cada. ApOs a separacdo nos potes, os insetos foram
mantidos em jejum por 24 horas antes da realizacdo dos ensaios, com intuito de deixa-los mais
avidos no momento da alimentacdo (Lawyer et al. 2017). Os machos foram utilizados na
estimulagdo do repasto sanguineo das fémeas e na atragdo das mesmas para a fonte de sangue
artificial (Lawyer et al. 2017). A utilizacdo de insetos com idades diferentes foi com o intuito
de avaliar se o tempo pds emergéncia influencia no tamanho do repasto sanguineo e na

proporcao de fémeas alimentadas.

O pote utilizado nos ensaios foi do tipo coletor universal com capacidade de 80 ml. Sua
tampa foi adaptada para permitir o contato dos insetos com a membrana presa ao alimentador
artificial. Para isso, a regido superior foi recortada e posteriormente foi colado um voil com cola
quente. Uma pequena abertura lateral foi feita para facilitar a inser¢do dos insetos com o auxilio
do capturador de castro. Em seguida, a abertura foi fechada com um pedaco de esponja para
evitar a saida dos insetos.

Foram avaliadas trés membranas e/ou tratamento para alimentacdo sanguinea in vitro
dos flebotomineos: i) membrana de pele de pinto [Controle positivo (C+)], considerada padrédo
ouro (Ward 1974); ii) Parafilm® M [Controle negativo (C-)] e iii) Parafilm® M tratado com
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plasma gel [Plasma gel (PG)]. O sistema de alimentacéo artificial utilizado para o repasto dos
insetos foi 0 Hemotek (Hemotek Ltd, UK), onde foi oferecido sangue heparinizado humano

mantido a 37°C, por 90 minutos.

Os potes contendo os insetos foram dispostos dentro de um isopor que ficou fechado
durante os experimentos de alimentagdo (Figura 10A), com intuito de evitar interferéncia de
odor ou luz externa, que pudessem comprometer o repasto sanguineo das fémeas. Considerando
que a presenca de um hospedeiro exalando CO2 proximo aos insetos durante a alimentacéo
artificial impacta positivamente no repasto sanguineo (Denlinger et al. 2016), um hamster foi
mantido dentro do isopor durante os experimentos de alimentagdo in vitro (Figura 10B).
Proximo a metade de cada experimentos de alimentacdo artificial (~45 minutos) o sangue do
reservatorio do Hemotek era homogeneizado manualmente de forma delicada. Os experimentos
foram realizados dentro do insetario sob condi¢cdes controlada de temperatura (25£1°C) e
umidade (80-95%).

Cada uma das membranas e/ou tratamento (C+, C- e PG) foi avaliada nos experimentos
de alimentacdo in vitro por pelo menos trés grupos de insetos de cada idade (3, 4, 5 e 6 dias)
pos emergéncia. Cada dia tipico de experimento de alimentacdo in vitro possuia nove grupos
de insetos de determinada idade, trés para cada membrana e/ou tratamento. Estes nove
experimentos eram realizados com mesmo sangue e com o plasma gel produzido no dia. Como
o sistema de alimentacao artificial Hemotek possui apenas cinco reservatorios de sangue, para
gue os nove grupos de insetos fossem alimentados, foram necessarias duas baterias de
experimento com intervalo de ~120 minutos entre elas. Assim, os experimentos foram
planejados para que em cada bateria fosse avaliado pelo menos um grupo de cada membrana
e/ou tratamento (C+, C- e PG), sendo uma triplicata de cada membrana e/ou tratamento.
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Figura 10: (A) Caixa de isopor fechada durante o teste de alimentag&o in vitro com as unidades de
alimentag&o conectadas a unidade controladora do Hemotek. (B) Caixa de isopor destampada mostrando
as unidades de alimentacdo sobre os potes contendo 0s insetos (seta preta) e o recipiente onde o hamster
foi mantido durante o experimento (fonte de liberagdo de CO:) (seta vermelha).
4.2.3 Ensaio de alimentagéo in vivo

Além dos testes de alimentacéo artificial, foram realizados na mesma data e local experimentos
de alimentacdo in vivo utilizando hamsters anestesiados como hospedeiros [Hamster (H)]. Estes
experimentos também foram realizados em triplicata com insetos de mesma idade p6s emergéncia. Os
insetos foram separados em potes e mantidos da mesma maneira descrita para 0os experimentos de
alimentac&o in vitro. Os hamsters tiveram os pelos da regido abdominal previamente raspados onde 0s
potes contendo os insetos foram posicionados. O tempo de alimentacdo in vivo também foi de 90

minutos.

4.3 Comparacao da metodologia de anéalise de imagem com a metodologia de dosagem de
hemoglobina para avaliar o repasto dos insetos ap6s 0s ensaios de alimentacéo (in vitro e
in vivo)

Para a avaliacdo do repasto dos insetos foram utilizadas duas metodologias distintas

baseadas na dosagem de hemoglobina e na analise de imagem. Visando comparar estas duas
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metodologias, uma parte dos insetos do presente trabalho foi avaliada por ambas. Assim, apds
0s experimentos de alimentacdo (in vitro e in vivo), 0s potes contendo 0s insetos foram
colocados em freezer (~10 minutos a -20 °C) para eutanasia, sendo em seguida organizados em
placas de petri e fotografados para posterior analise de imagem. Também foram fotografados
insetos eutanasiados em jejum [Branco (B)]. Apos as fotos, os grupos de insetos com 4 e 5 dias
pds emergéncia dos testes de alimentacéo in vivo, in vitro e do grupo B foram processados para

a dosagem de hemoglobina.

4.3.1 Estimativa do tamanho do repasto pela dosagem de hemoglobina

A estimativa do volume de sangue ingerido pelos flebotomineos foi realizada utilizando
um kit comercial para dosagem de Hemoglobina (Labtest Diagnostica S.A). Neste kit, o Fe (I1)
do grupo heme da hemoglobina, oxihemoglobina e carboxihemoglobina é oxidado ao estado
férrico pelo ferricianeto formando hemiglobina (Hi), que se combina com o cianeto ionizado
para produzir cianeto de hemoglobina (HICN), sendo mensurado a 540 nm em
espectrofotdmetro. A solugdo de uso do reagente Drabkin foi obtida pela diluigdo do reagente
de cor do kit (10 ml) em 990 ml de agua destilada (concentracdo final: ferricianeto de potassio
0,607 mmol/L, cianeto de potassio 0,768 mmol/L) e estocado em frasco de vidro ambar,
protegido da luz. Conforme recomendacdo do fabricante, apds o preparo, o reagente de cor

Drabkin ficou armazenado a temperatura ambiente.

Para a determinacdo da hemoglobina ingerida pelos flebotomineos, cada fémea
proveniente dos testes de alimentacdo (in vitro e in vivo) e do grupo B, depois de eutanasiada,
foi transferida para tubo eppendorf (0,5 ml) contendo 20ul de Drabkin. Em seguida, a amostra
foi macerada com o auxilio de um micro homogeneizador. Apds a maceracdo foi acrescentada
380ul de Drabkin ao tubo, em seguida o material foi submetido a centrifugacdo por 5 minutos
a 10.000g. Finalmente, foi retirado 300ul do sobrenadante (correspondendo 3/4 do volume
final) e transferido para um pogo de placas de cultura do tipo ELISA.

Como padrao de referéncia do ensaio colorimétrico foi utilizado o sangue heparinizado
humano (item 4.2.2). A curva padrdo foi obtida pela diluicdo seriada (fator 2) do sangue
variando de 5,0 a 0,002 ul em 12 pocos da placa de microtitulacéo (placa de cultura - 96 pogos)
contendo reagente de Drabkin (volume final de 300 ul). Ap6s ser montada/completada
contendo as amostras individuais de fémeas provenientes dos testes de alimentacédo, 5 fémeas
do grupo B e a curva padrdo em triplicata, a placa foi lida em aparelho espectrofotdmetro a 540
nm (Figura 11).
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A leitura dos insetos provenientes dos testes de alimentacdo foi subtraida da leitura
média das fémeas do grupo branco (5/placa). A partir do valor obtido o volume de sangue
ingerido foi estimado, utilizando a equacéo da regresséo linear da curva padréo. E considerando
que o volume transferido para placa foi 3/4 do volume total apds a maceracdo das fémeas, no

final o volume de sangue ingerido estimado por fémea foi corrigido em 25%.
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Figura 11: Disposicéo tipica das amostras por linha (A-H) na placa de cultura confeccionada para a
dosagem de hemoglobina visando estimar o volume de sangue ingerido pelas fémeas apds os testes de
alimentac&o (in vitro e in vivo). A, B e C: Curvas padrdo; D: Branco (B); E: Hamster (H); F: Controle
positivo (C+); G: Plasma gel (PG); H: controle negativo (C-)

4.4 Estabelecimento de um protocolo de processamento de imagens para estimar o
tamanho do repasto sanguineo das fémeas de Lutzomyia longipalpis
4.4.1 Captacéao e calibracdo (mm) das imagens

Ao final de cada teste de alimentagéo os insetos foram posicionados em placas de petri
plasticas forradas com EVA branco, em decubito lateral, de forma que as patas e as asas ndo
ficassem sobre o0 abdémen impedindo a demarcacdo das areas abdominal e do sangue ingerido.
Cada placa foi devidamente identificada com etiqueta de papel milimetrado de acordo com o
grupo experimental dos insetos em questdo (B, C-, C+, H e PG). As lacas com 0s insetos
devidamente posicionados e identificados eram posicionadas sobre um transluminador de luz
LED, sendo em seguida, fotografadas om auxilio de uma camera (Casio Ex-Fh20) equipada

com lente macro, fixada em um tripé. A placa contendo os insetos também recebeu iluminagéo
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superior com o auxilio de um anel de luz LED acoplado a cdmera digital. As imagens
produzidas (3456x2592 pixels) foram analisadas com o programa Fiji ImageJ (1.53f51). Os
termos e 0s recursos utilizados no processamento das imagens dos insetos estdo no Glossario
(Anexo 1).

Apos acertar o histograma da imagem (RGB) a calibragdo original foi trocada de pixels
para milimetros (mm). Assim, foram tracadas linhas (5) de 10 mm sobre o papel milimetrado
de cada foto (Straight lines). Em seguida, os valores dos comprimentos das linhas tracadas em
pixels foram mensurados (analyze + measure). Uma vez calculada a correspondéncia média
entre as medic¢des de pixel em mm, a imagem foi calibrada em mm (analyze + set scale) e desta
forma, foi possivel introduzir uma barra de escala em mm na imagem (analyze + tools + scale
bar).
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Figura 12: Imagens de grupos de flebotomineos calibradas (mm) com auxilio do programa Fiji
ImageJ. (A) grupo de fémeas em jejum (B); (B) grupo de fémeas apos o teste de alimentacdo
in vitro com membrana Parafilm® M tratada com plasma gel (PG).
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4.4.2 Estimativa da area do abdémen e da regido de coloracao vermelha

O primeiro passo para estimar a area do abdémen dos insetos ap0s os testes de
alimentacdo foi estabelecer um protocolo composto por ferramentas de processamento de
imagem para a criacdo de uma selecdo que delimitasse o contorno do abdémen denominado
masca abdomen (M-AB). Assim, a partir da imagem do inseto (RGB) (Figura 13A) foram
utilizados os seguintes recursos para a obtencdo da M-AB: i) Demarcar a regido divisoria entre
0 torax e o abddmen com uma linha azul (Polygon selection) (Figura 13B); ii) Decompor a
imagem RGB nos seus componentes primarios (vermelho, verde e azul/escala de cinza) (image
+ color + split channel) e selecionar a imagem correspondente ao seu componente azul (Figura
13C); iii) Converter a imagem do componente azul em imagem preto e branco 8-bit (process +
binary + make binary) (Figura 13D). iv) Selecionar o contorno do abdémen (Wand tool) (Figura

13E); v) Criar e salvar a M-AB (roi manager + add + more + save) (Figura 13F).

1 mm
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Figura 13: Criacdo da mascara do contorno do abdémen das fémeas de flebotomineo. (A) Imagem
colorida (RGB) de uma fémea ap0s o teste de alimentacdo (B) Regido limitrofe entre o térax e o
abdémen demarcado em azul. (C) Imagem anterior convertida no seu componente azul em tom de cinza.
(D) Imagem anterior convertida em preto e branco 8 bits. (E) Contorno do abdémen selecionado em
amarelo (F) Méascara abdémen (M-AB) representada pela linha azul. Legenda: A seta indica a separagdo
gerada entre 0 abddémen e o restante do corpo da fémea de flebotomineo.

Para a estimativa da area vermelha, apos os testes de alimentagcdo, o primeiro passo
também foi estabelecer um protocolo para criar uma selecdo, que delimitasse a &rea de
coloracdo vermelha, correspondente a regido do abdémen e/ou do térax onde o sangue ficou

estocado/acumulado, denominada de mascara sangue (MS). Assim, a partir da imagem do
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inseto (RGB) apds o experimento de alimentagdo (Figura 14A) foram utilizados os seguintes
recursos para a obtencdo da mascara SG: i) Converter a imagem RGB em imagem CIELAB
(image + color + RGB to CIELAB) e selecionar a imagem correspondente ao componente “a”
(componente verde-vermelho) (Figura 14B); ii) Converter a imagem do componente “a” 32 bit
(CIELAB) em escala de cinza 8-bit (image + type + 8-bit); iii) Converter imagem em escala de
cinza em preto e branco (image + adjust + threshold), ajustando o formato/tamanho da regi&o
preta para que correspondesse a regido vermelha da imagem colorida (RGB), sendo em seguida,
selecionada (wand tool) (Figura 14C); iv) Criar e salvar a MS (roi manager + add + more +
save) (Figura 14D).

Figura 14: Criacdo da méascara do contorno da cor vermelha corpo das fémeas de flebotomineo. (A)
Imagem colorida (RGB) de uma fémea ap06s o teste de alimentacdo. (B) Imagem anterior convertida em
CIELAB mostrando o seu componente “a” (verde-vermelho) (C) Imagem anterior convertida em preto
e branco 8-bit mostrando a regido preta selecionada em amarelo. (D) Mascara da regido vermelha do
corpo (MS) representada pela linha verde.

Ap0s a criacdo e o salvamento dos arquivos das mascaras correspondentes ao contorno
do abdémen (M-AB) e das regides vermelha no corpo das fémeas apos os testes de alimentagéo
(MS), o proximo passo consistiu em selecionar 0s parametros (analyze + set measurements)

gue foram incluidos nas andlises do presente trabalho (area, comprimento e largura). As
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imagens dos grupos de insetos de diferentes idades oriundos de todos o0s grupos
experimentais/controles (B, C-, C+, H e PG) foram carregadas, uma de cada vez, juntamente
com as respectivas mascaras (M-AB e/ou MS) (file + open) e os parametros selecionados foram
calculados/mensurados com auxilio do programa Fiji/lmagej (roi manager + more + multi
measure). Finalmente, os dados gerados (results table) foram copiados e colados numa planilha

Excel para a tabular os dados e confeccionar os gréaficos.

4.5 Andlises estatisticas

A analise estatistica dos dados gerados pelas duas metodologias utilizadas no presente
estudo, baseadas na dosagem de hemoglobina e na anélise de imagem foi realizada com auxilio
do software Past 4.11 analisados tabulados com auxilio do programa Excel. Varidveis com
distribuicdo normal foram testadas pelo ANOVA (no caso de mais de 2 grupos) seguido pelo
teste de Tukey para identificar diferencas entre os grupos. O teste de Qui-quadrado foi utilizado
para comparar proporgdes. P<0.05 foi considerado como significante. Os resultados foram
apresentados como média + desvio padrdo. Parte dos resultados foram analisados a partir de
gréficos Box-plot, com intuito de avaliar a simetria dos dados, sua disperséo e a existéncia ou
ndo de “outliers” (valores atipicos). Também foram feitas analises de regressdo linear, para
comparar quantitativa e qualitativamente as metodologias de dosagem de hemoglobina e anélise

de imagem.



5. RESULTADOS

Os dados utilizados neste estudo foram provenientes de insetos de cinco geracOes
distintas (5 experimentos independentes) totalizando 1889 fémeas. Todas foram incluidas nas

analises de imagem, sendo que destas, 1053 fizeram parte dos ensaios de dosagem de

hemoglobina (Tabela 1).

Tabela 1: Dados dos grupos experimentais e controles utilizados nos testes de alimentacéo (in vitro e
in vivo) discriminando quais deles foram incluidos nas analises de imagens e/ou nos ensaios de dosagem

de Hemoglobina.

Experimento  Idade pds Grupo N° total N° analise N° dosagem
emergéncia experimental GE de imagem hemoglobina

(GE)

c-1 30 30 0

c-2 32 32 0

c-3 21 21 0

C+1 28 28 0

C+2 32 32 0

C+3 27 27 0

1 3 DIAS H1 29 29 0

H2 23 23 0

H3 28 28 0

PG 1 31 31 0

PG 2 31 31 0

PG 3 29 29 0

B 30 30 0

c-1 31 31 31

C-2 30 30 30

c-3 28 28 28

c+1 34 34 34

C+2 31 31 31

2 4 DIAS C+3 26 26 26

H1 28 28 28

H2 27 27 24

H3 28 28 28

PG 1 26 26 26

PG 2 29 29 29

PG 3 25 25 24

B 32 32 0

c-1 30 30 30

c-2 29 29 29

c-3 29 29 29

C+1 29 29 29

C+2 31 31 31

3 5 DIAS C+3 30 30 30

H1 23 23 23

H2 29 29 29

H3 29 29 29

PG 1 30 30 30

PG 2 29 29 29

PG 3 27 27 26

B 35 35 0

Cc-1 32 32 32

C-2 29 29 29

c-3 30 30 30

c+1 29 29 29

C+2 25 25 25

4 5 DIAS C+3 26 26 26

H1 30 30 30

H2 33 33 33

H3 22 22 22

PG 1 28 28 28

PG 2 29 29 29

PG 3 30 30 30
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Experimento  ldade pés Grupo N° total N° analise N° dosagem
emergéncia  experimental GE de imagem hemoglobina
(GE)

PG 4 28 28 27

c-1 31 31 0

C-2 30 30 0

C-3 30 30 0

c+1 30 30 0

C+2 30 30 0

c+3 33 33 0

5 6 DIAS H1 22 22 0

H2 33 33 0

H3 30 30 0

PG 1 29 29 0

PG 2 31 31 0

PG 3 33 33 0

PG 4 30 30 0

Total 1889 1889 1053

*B: Grupo Branco, C-: Grupo Controle Negativo, C+: Grupo Controle Positivo, H: Grupo Hamster;
PG: Grupo Plasma Gel

No presente estudo foram utilizadas duas metodologias distintas para avaliacdo do
repasto dos insetos, sendo elas a dosagem de hemoglobina e a analise das imagens obtidas ap6s
0s ensaios de alimentacdo. Assim, a primeira parte dos resultados aborda os dados referentes
ao processamento e analise dos insetos. Em seguida, foi necessaria uma validacdo prévia da
analise de imagem como metodologia para estimar o repasto sanguineo dos insetos antes de
utiliza-la para este fim. Apos a validagdo, foi feita uma comparacdo entre os dados obtidos
através da andlise de imagem com os dados obtidos por dosagem de hemoglobina. Por ltimo,
foram abordados os resultados referentes a avaliagdo da membrana Parafilm® M tratada com

Plasma gel para alimentacao artificial dos flebotomineos em laboratdrio.

5.1 Estabelecimento de um protocolo de processamento de imagens para estimar o
tamanho do repasto sanguineo das fémeas de Lutzomyia longipalpis

O protocolo de processamento de imagem utilizado neste estudo permitiu a construcéo
de M-AB que representou o contorno do abdémen, e de MS que indicou a area ocupada pelo

sangue ingerido (Figura 15).
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Figura 15: Imagem de quatro fémeas de flebotomineos ap0s o teste da alimentag&o in vivo (grupo H).
(A) Fémeas 1, 2, 3 e 4. Fémeas 1 e 2 estdo ingurgitadas, sendo que a fémea 1 apresenta sangue
preenchendo praticamente toda a area do abdémen e parte do térax, enquanto 0 sangue ocupa apenas
parte do abdémen da fémea 2, e as fémeas 3 e 4, aparentemente ndo se alimentaram. (B) A mesma
imagem anterior, mas com os tragados do contorno do abdémen (M-AB) em verde e do contorno da
regido vermelha (MS) no corpo do inseto em azul.

Uma vez que, os insetos do grupo Branco, ndo tiveram contato com a fonte de
alimentacdo, ndo foi possivel detectar a presenca de regido/area vermelha no abdémen (MS= 0
mm2). No caso dos insetos que tiveram contato com as fontes de alimentacdo, as areas
vermelhas eram facilmente detectaveis/mensuraveis pelo método de processamento de imagem
utilizado (MS>0 mm?). Este critério passou a ser empregado para separar os insetos alimentados
(AL) (MS >0 mm?) dos n&o alimentados (NAL) (MS = 0).

Como os insetos analisados foram fotografados em decubito lateral, as partes mais claras
entre as placas tergais e esternais do abdomen “ornamentam” o contorno abdominal com uma
sequéncia repetitiva de regides claras e escuras formando uma linha tracejada. Tal caracteristica
interferiu no protocolo utilizado para gerar a M-AB, produzindo uma linha de contorno do
abdémen irregular (Figura 16). Uma vez que, constatado que o formato do abdémen dos insetos
AL e NAL ajusta-se muito bem ao de uma elipse (Figura 16). Foi incluido nas andlises de
imagem o recurso Fit Elipse. Este recurso ajusta a uma determinada forma/objeto selecionado,
no caso a M-AB, uma elipse com mesma area da forma/objeto selecionado. O Fit Elipse
melhora a preciséo do contorno do abddémen, acabando com a irregularidade do tragado das M-

ABs (edit + selection + fit elipse).
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Figura 16: Comparagdo da forma do contorno irregular do abdémen de fémeas de Lutzomyia.
longipalpis apos o teste de alimentacdo pelo tragado da M-AB (amarelo) com o tragado obtido apds a
aplicagdo o recurso Fit Elipse (preto).

Além disso, ao incluir o parametro Fit Elipse para a analise das M-AB foram geradas
algumas informac6es adicionais, entre elas, o0 comprimento do diametro maior = estimativa do
comprimento do abdémen (Major) e do menor = estimativa da largura do abdémen (Minor) da
elipse “ajustada”, fornecendo assim uma boa estimativa do comprimento e da largura do

abdémen do inseto, respectivamente (Figura 17).
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Figura 17: Estimativa do comprimento e a largura do abdémen das fémeas de flebotomineos gerado
pelo recurso fit elipse. (A) Imagem de uma fémea ingurgitada. (B) A Fémea da imagem anterior com o
tracado da M-AB em verde (C) O tracado da elipse ajustada gerada pela aplicagdo do recurso fit elipse
na M-AB em brando, destacando didmetro maior (Major) e didmetro menor (Minor). Legenda: A seta
preta indica o didmetro maior e a seta vermelha indica o didmetro menor.

Assim, inicialmente foram utilizados trés parametros extraidos a partir da andlise de
imagem (&rea, comprimento e largura) par a caracterizar o crescimento do tamanho do abdémen
das fémeas decorrente do repasto sanguineo. Quando se comparou a area, comprimento e
largura do abdémen das fémeas AL e NAL apds os testes de alimentaco (in vivo e in vitro)
com as fémeas do grupo B, observou-se que a média destes trés parametros foi maior nos insetos
AL do que nos B e NAL (Tukey, p<0,05) (Figura 18).
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Figura 18: Comparacéo da area (mm2), Comprimento (mm) e largura (mm) do abdémen de fémeas de
Lutzomyia longipalpis em jejum [B (n=97)], alimentadas [AL (n=969)] ou ndo alimentadas [NAL
(n=730)] apos os testes de alimentagdo (in vivo e in vitro). Letras distintas indicam diferenca estatistica
entre os grupos (Tukey, p<0,05). A separacdo dos insetos NAL e AL foi realizada pela auséncia (MS=0)
ou presenca (MS>0 mm?) de regido/area vermelha detectavel no corpo dos insetos.

Como no grupo NAL (MS=0) foi possivel observar no “box plot” (Figura 18) uma maior
guantidade de valores atipicos do que no grupo Branco (B), optou-se em utilizar os valores do

grupo B para o calculo do ponto de corte/limiar (média somada + 2 desvios padrdo) (Tabela 2).
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Na tabela abaixo, estes valores de corte foram utilizados na categoriza¢do dos insetos como
NAL ou AL ap0s os testes de alimentacao.

Tabela 2: Valores médios e do limiar da area (mm2), comprimento (mm) e largura (mm) do abdémen
das fémeas de Lutzomyia longipalpis dos grupos B, AL e NAL apds os testes de alimentagdo (in vivo e
in vitro). A separacdo dos insetos NAL e AL foi realizada pela auséncia (MS = 0) ou presenca (MS >0
mm?) de regido/area vermelha detectavel no corpo dos insetos.

Paréametro/grupo  Alimentados Branco Nao Resumo Ponto
(médiaxdp) (médiaxdp)  Alimentados estatistico  de corte
(média +dp)
Area (mm?) 1,00£0,13 0,55 £+ 0,09 0,47 +£0,10 AL>B>NAL 0,73
Comprimento 1,54 +0,11 1,49 +0,13 1,40+0,11 AL>B>NAL 1,75
(mm)
Largura (mm) 0,83 £ 0,07 0,47 £ 0,06 0,42 £ 0,06 AL>B>NAL 0,59

Quando foi comparada a variacdo da area do abdémen, do comprimento e da largura
dos insetos (Figura 19), observou-se uma correlagdo muito maior entre area com a largura
(R?=0,96) do que entre a area e o comprimento (R?=0,51). Quando comparados 0s grupos
Branco e AL, foi possivel observar um aumento médio maior da largura (76,6%) do que do
comprimento (3,4%), o que explicaria a maior correlagéo entre a largura com o aumento da &rea

abdominal das fémeas em decorréncia do repasto sanguineo.

® Comprimento

2,50 ® Largura
y =0,3306x + 1,2329
2=0,5164
2,00 =0
)
1,50
e
=
= 1,00
0,50 y =0,716x + 0,0973
R?=0,9629
0,00

000 020 040 060 08 100 1,20 1,40 1,60
Area do abdémen (mm2)

Figura 19: Variacdo do comprimento e da largura (mm) em funcdo da area do abdémen dos insetos
Né&o Alimentados (n= 730) com os Alimentados (n=969) apds contato com a fonte de sangue. Enquanto
0 comprimento apresenta menor correlacdo (R2= 0,51), a largura nitidamente apresenta uma alta
correlacdo com a area do abdémen (R2= 0,96).
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5.2 Comparacdo da metodologia de andlise de imagem com a metodologia de dosagem de
hemoglobina para avaliar o repasto dos insetos apos os testes de alimentacéo (in vitro e in
Vivo)

Inicialmente foi feita uma comparacdo qualitativa entre a analise de imagem e a
dosagem de hemoglobina, sendo comparadas as capacidades das duas técnicas em classificar
as fémeas em AL e NAL. Para isso, foram usadas as 1053 fémeas que foram inclusas tanto nas
analises de imagem, quanto na dosagem de hemoglobina (Tabela 1). Os critérios para separa¢do
nas analises baseadas nas dimensdes do abdémen dos insetos foram area, comprimento, largura
e presenca/auséncia da MS. No caso da dosagem de hemoglobina, o critério para separagdo das
fémeas em AL e NAL baseou-se no valor da absorbancia obtido apés o desconto do valor médio
apresentado pelo grupo B. Ou seja, as fémeas que apresentaram um valor inferior a média do
grupo B foram classificados como NAL, e as que apresentaram um valor superior a média do

valor de B foram classificados como AL.

O primeiro aspecto que chamou atencao na observacdo dos dados mostrados na tabela
abaixo (Tabela 3) foi a baixa capacidade do parametro comprimento na caracterizacdo das
fémeas em AL e NAL, categorizando apenas 18 fémeas como AL, 0 que representou apenas
3,1% da média dos demais critérios avaliados (578,5 + 14,3). Este achado, associado ao
pequeno aumento médio do comprimento do abdémen (~ 3%) entre os grupos B, AL e NAL
(Figura 17), sugere que quando acontece, 0 aumento do comprimento abdominal quase néo
interfere na capacidade das fémeas de acomodar o sangue ingerido no intestino médio
abdominal. Ja os outros trés critérios provenientes da analise de imagem (area, largura e MS)
apresentaram resultado muito parecido na comparacdo qualitativa com a dosagem de

hemoglobina, com a porcentagem de convergéncia variando entre 93,5-94,6%.
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Tabela 3: Comparagdo do nimero de insetos categorizados como AL e NAL entre as metodologias
baseadas na anéalise de imagem e dosagem de hemoglobina a partir de 1053 fémeas avaliadas ap0s 0s
testes de alimentag&o (in vivo e in vitro).

Critério* Alimentados Nao Convergéncia  Divergéncia %
Alimentados convergéncia
Dosagem de 607 446 _ _ _
hemoglobina
Mascara Sangue 568 485 996 57 94,59
(MS)

Area (mm?) 563 490 985 68 93,54
Comprimento (mm) 18 1035 462 591 43,87
Largura (mm) 576 477 990 63 94,02

*Critérios utilizados para separagdo das fémeas em AL e NAL: Dosagem de hemoglobina (volume
estimado de sangue > 0mm?); Mascara Sangue (MS >0); Area (>0,73 mm?); Comprimento (> 1,75 mm),
Largura (> 0,69 mm).

Vérios fatores podem explicar essa divergéncia de ~5-6% encontrada na capacidade das
duas técnicas analisadas de caracterizar os insetos em AL e NAL. Entre eles, estdo problemas
metodoldgicos, como erros de pipetagem, na maceragdo dos insetos ou na obtencdo da M-AB.
Entretanto, devemos considerar que varia¢cdes no tamanho corporal dos insetos do grupo B
podem impactar tanto nas analises de imagem, sobretudo naquelas baseadas nas dimens@es do
abdémen, como na dosagem de hemoglobina, devido a varia¢do na quantidade do volume de
tecidos do inseto processados em conjunto com o sangue ingerido por eles. As 97 fémeas do
grupo B, pertencentes a 3 geracdes distintas, tiveram a dosagem de hemoglobina (absorbancia)
a 540nm registrada (0,0478-0,1630 mm3). Quando se aplicou a leitura obtida destas fémeas na
equacdo de regressdo linear obtida pelo valor de absorbéancia (sem descontar a média dos
brancos) com o volume de sangue estimado (mm3), 607 fémeas foram classificadas como AL.
Foram obtidos valores positivos em 4 amostras (0,083 a 0,276 mm?3) de insetos NAL, ou seja,
4,12% (4/75) foram categorizados como insetos AL (Figura 20). Assim, foi possivel inferir que
a convergéncia encontrada entre, a analise de imagem desenvolvida no presente estudo com a
metodologia de dosagem de hemoglobina, para separar os insetos AL dos NAL apés os testes

de alimentacéo foi bastante satisfatoria.
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Figura 20: Equacdo de regressdo linear da variacdo dos valores de absorbancia (540 nm) antes da

subtracdo do branco em funcdo do volume de sangue estimado pela dosagem de hemoglobina. Os
dados sdo relativos a 607 fémeas categorizadas como alimentadas pela dosagem de hemoglobina ap6s
0s testes de alimentagdo (in vivo e in vitro).

Além de diferengas no tamanho corporal observou-se também alguns “fenotipos”

diferentes relacionado ao aspecto do repasto apresentados por poucas fémeas (Figura 21).

s
1mm

Figura 21: Variacdo do tamanho corporal e dilatacdo do abdémen e coloracdo do térax-abdémen das
fémeas de flebotomineo observados antes e apds os ensaios de alimentacdo. (A) Variacdo do tamanho
corporal de fémeas em jejum (B) Fémeas completamente ingurgitadas com sangue, a fémea da direita
apresenta coloracdo vermelha na regido toraxica além da abdominal (C) Fémeas completamente
ingurgitadas com sangue de hamster, a fémea da direita apresenta coloracdo vermelha (mais brilhante)
na regido torécica e abdominal (D) Fémeas ingurgitadas com liquido de coloracdo clara (E) Fémea
ingurgitada com liquido de cor laranja (F) Fémeas com abddémen dividido em coloracdo clara e
vermelha.
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Entre estes “fenotipos” diferentes, foram apresentados por 17 fémeas que aparentemente
se alimentaram, in vitro, apenas de plasma (abdémen claro). Estas 17 fémeas ndo foram
incluidas na analise anterior, pois elas ndo foram categorizadas como alimentadas, nem pela
dosagem de hemoglobina nem pela deteccdo de area/regido vermelha no corpo (Tabela 4). Estes
insetos sO puderam ser considerados alimentados por critérios que avaliam parametros do
tamanho do abddmen (&rea e largura). A largura do abdémen foi mais sensivel para categorizar
como alimentados os insetos que ingeriram “plasma”, pois dos 17 flebotomineos avaliados, 15
(88,2%) seriam considerados alimentados por este critério, contra apenas 11 (64,7%)

considerando area abdominal.

Tabela 4: Caracterizacéo de fémeas de flebotomineos entre alimentadas (AL) e ndo alimentadas (NA)
utilizando quatro critérios distintos [dosagem de hemoglobina, area vermelha (MS), area do abdémen
(M-AB) e largura do abdomen]. As 17 fémeas avaliadas foram aquelas que apresentaram o “fendtipo”
abdémen claro (AP) apds contato com a fonte de alimentacéo in vitro.

Inseto Dosagem de Area Area AB  Largura
hemoglobina vermelha (mm?) (mm)
(ALL NA?Y)  (mm?) (ALL (ALY,
(AL, NA?)  NA?) NA?2)
144 0,35 () 0() 0,80 (+) 0,71 (+)
145 0,60 () 0() 0,70() 0,69 (+)
146 -0,13 () 00) 0,86 (+) 0,68 (+)
147 0,41 () 0() 0,73() 0,63 (+)
148 -0,07 () 0() 0,98 (+) 0,64 (+)
190 0,24 () 0() 0,72() 059 (+)
454 -0,35 (-) 0() 0,83 (+) 0,64 (+)
949 0,43 () 0() 0,83 (+) 0,76 (+)
992 -0,18 () 0() 087 (+) 0,73 (+)
993 0,42 () 00) 0,75 (+) 0,65 (+)
994 0,43 () 0() 059() 0,63 (+)
995 20,05 () 00) 0,77 (+) 0,68 (+)
996 0,41 () 0() 057() 0,54 ()
1034 -0,36 (-) 00) 0,96 (+) 0,76 (+)
1706 - 00) 0,99 (+) 0,80 (+)
1707 ; 0() 123(+) 0,99 (+)

1770 - 0(- 0,64 (-) 0,57 (-)
*Critério de separacdo de insetos AL dos NAL: Dosagem de hemoglobina (Dosagem de hemoglobina
>0mm?); Area vermelha (MS>0mm?2); Area AB (>0,73mm?), Largura AB (>0,69mm).

Para a comparacao quantitativa entre a dosagem de hemoglobina e a analise de imagem,
foram utilizadas as mesmas 1053 fémeas da analise qualitativa. Para tal, se comparou como 0s
pardmetros de alimentagdo observados na anélise de imagem variavam em fungdo do volume
de sangue (mm3) estimado pela dosagem de hemoglobina. Através da analise dos graficos da
Figura 22 e possivel observar uma alta correlacdo entre a dosagem de hemoglobina e os
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parametros area (M-AB e elipse ajustada) (R2=0,85) e largura (R2=0,83) abdominal. No entanto,
a comparacao da dosagem de hemoglobina com o comprimento abdominal e a MS, apresentou

baixa correlacdo (R2=0,39).

1,60 A 50 B
ey v=0,1007 + 14312
£ = P
é E . -
. &8 .
= z Y - -
m ~
3 5
g ‘ 03456k + 0,832 i - L
¥ = 03450+ 0y B » msn -
- - s - - ¥=02500x + 05482
020 RF=0,538 = F P
G100 LERE
1,50 1,00 0, 50 0,00 0,50 1,00 150 1,00 2,50 3,00 1,50 1,00 0, 50 0,m 0,50 1,00 1,50 2,00 250 3,00
Jirea da elipze ajustada (mm”) Areado :abd';mgu (mm?®)
»  Apa ghdimen (mm”) e A elipse (mm®) =—1near (Area elpse (mm) = Compriment {mm) = Lagua (mm)
1,20 c 16 ) D
v=0,2758x + 0,263 14 v=0,4306zx = 0,437
~ Lo RE= 10,8661
E .
F g
£ :
= s
w o
-
k| -
IC]
- 50 300
1,50 1m0 450 000 050 1,00 150 2,00 250 300
0,20 0,4
Volume de sangue estimado par dosagem de hemoglobina {(mm™) Vohmae da sangue estimado por dosazem de hemoglobina ()

Figura 22: Equacdes de regressao linear das variagfes de pardmetros provenientes do processamento
de imagens utilizados para a avaliacdo do repasto sanguineo de fémeas de Lutzomyia longipalpis em
funcio do volume de sangue estimado pela dosagem de hemoglobina. (A) Area do abdémen (M-AB) e
da elipse ajustada (fit elipse). (B) Comprimento e largura do abdémen. (C) Area vermelha (MS). (D) O
volume do elipsoide gerado a partir da elipse ajustada ao contorno do abdémen dos insetos (M-AB). Os
dados sdo relativos a 1053 fémeas eutanasiadas apds os testes de alimenta¢do. O volume do elipsoide
foi calculado pela formula 4/3wabce a partir dos dados do didmetro maior (2) e do didmetro menor (b)
gerados pelo ajuste “fit elipse” da M-AB e considerando que b=c (esferoide em forma de charuto). Os
dados foram ajustados por regressao linear simples (reta) e foi adicionado ao gréafico a equacéao da reta
e o coeficiente de determinacdo (R2) de cada ajuste realizado.

O abdémen dos flebotomineos se assemelha a um elipsoide do tipo charuto, isso
acontece quando o esferoide possui o diametro b (largura) igual ao didmetro c (altura). Quando
o volume do elipsoide ajustado ao abdémen dos insetos (ver a legenda da figura acima) foi
comparado ao volume de sangue estimado pela dosagem de hemoglobina, foi observada uma
alta correlacdo (R?=0,87), levemente superior a correlagéo obtida a partir da comparacdo da
area do abdémen com o volume do elipsoide. Entretanto, o volume do elipisoide estimado pela
analise de imagem foi quase sempre menor do que o volume estimado por dosagem de

hemoglobina, e esta diferenca foi diretamente proporcional (R?=0,98) ao aumento do volume
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de sangue ingerido pelos insetos (Figura 23). Esta diferenca observada pode ser explicada pelo

fendmeno da pré-diurese, que ocorre durante o repasto sanguineo das fémeas de flebotomineo.
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Figura 23: Equacgdo de regressdo linear da variagdo do volume do elipsoide e da diferenga Heme-
Elipsoide em funcdo do volume de sangue estimado pela dosagem de hemoglobina. Os dados s&o
relativos a 985 fémeas eutanasiadas apos os testes de alimentacdo. A diferenca Heme-Elipsoide foi
obtida pela subtracdo do valor volume de sangue estimado pela dosagem de hemoglobina do valor do
volume estimado da area do abddémen dos flebotomineos (elipsoide). O volume do elipsoide foi
calculado pela formula 4/3nabe a partir dos dados do didmetro maior (a) e do didametro menor (b) gerados
pelo ajuste “fit elipse” da M-AB e considerando que b=c (esferoide em forma de charuto). As 985 fémeas
incluidas nesta analise foram aquelas do universo de 1053 avaliadas tanto pelo parametro area do
abdémen (M-AB) como pela dosagem de hemoglobina que apresentaram convergéncia entre estas duas
metodologias na avaliagdo qualitativas dos insetos apds alimentacdo (Tabela 1). Os dados foram
ajustados por regressdo linear simples (reta) e foi adicionado ao grafico a equacao da reta e o coeficiente
de determinacéo (R?) de cada ajuste realizado.

5.3 Avaliacdo do uso da membrana Parafilm® M tratada com Plasma gel para a
alimentacéo sanguinea in vitro de Lutzomyia longipalpis em laboratério

Foi avaliada a influéncia da idade pds emergéncia das fémeas e a utilizacdo da
membrana Parafilm® M tratada com Plasma gel na alimentaco sanguinea in vitro, de forma
comparada a alimentacgdo in vivo. Durante as analises do repasto sanguineo, foram utilizados
dois parametros: i) a proporgdo de fémeas que se alimentaram; e ii) o tamanho do repasto
sanguineo. Estes dois parametros foram obtidos utilizando a dosagem de hemoglobina (teste
bioquimico) e a area do abdémen (analise de imagem). Foram incluidas nestas analises, 1889
fémeas, sendo que destas, 1053 foram avaliadas pelas duas metodologias (correspondendo as
fémeas de 4 e 5 dias pos emergéncia) e 643 foram avaliadas apenas pela area do abdémen

(correspondendo as fémeas de 3 e 6 dias pds emergéncia).
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5.3.1 Influéncia da idade pds emergéncia dos insetos adultos no tamanho do repasto
sanguineo dos flebotomineos

Ao se comparar as areas do abdémen mensurados pela anélise de imagem das fémeas
alimentadas com 3, 4, 5 e 6 dias pds emergéncia, ficou evidente que quanto maior a idade pds
emergéncia, maior a &rea abdominal daquelas que se alimentaram. Em ordem decrescente, a
média abdominal das fémeas de flebotomineo que realizaram o repasto sanguineo por dias de
vida foi 3[1,09 + 0,13 mm? (n=129)] >4[1,04 £ 0,14 mm? (n=122)]>5 [1,00 £ 0,13 mm?
(n=447)] > 6 [0,95 % 0,10 mm?2 (n=271)] dias pos emergéncia (Tukey p<0,05). Um resultado
semelhante foi obtido quando se comparou o volume de sangue estimado por dosagem de
hemoglobina. O volume de sangue estimado ap6s o ensaio de alimentacao foi maior nas fémeas
de 4 dias (1,11 + 0,44 mm?3) do que nas de 5 dias p6s emergéncia (0,98 £ 0,45 mm3) (Tukey
p<0,05) (Figura 24).
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Figura 24: Comparacdo do tamanho do repasto sanguineo por idade p6s emergéncia das fémeas
estimado: (A) Area do abddmen - A separacao dos insetos NAL e AL foi realizada pela auséncia (MS=0)
ou presenca (MS>0 mm?) de regido/area vermelha detectavel no corpo dos insetos; (B) Dosagem de
hemoglobina — A separagdo dos insetos NAL e AL foi realizada a partir do desconto do valor da
absorbancia dos insetos do grupo B. Letras distintas indicam diferenca estatistica entre 0s grupos
(Tukey, p<0,05).
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Quando se comparou o tamanho do repasto sanguineo entre 0s grupos experimentais
por idade pds emergéncia das fémeas, através do pardmetro area do abdémen (analise de
imagem), observou-se que no geral 0s grupos apresentaram areas semelhantes. Ao se comparar
0s grupos experimentais de 3 dias pds emergéncia, foi observado que o grupo Controle positivo
(C+) (1,04 £ 0,13 mm?) apresentou uma area abdominal menor do que 0s grupos Hamster (H)
(1,213 £ 0,12 mm?) e Plasma Gel (PG) (1,10 + 0,13 mm?) (Tukey p<0,05). Todos 0s grupos
experimentais com 4 dias p6s emergéncia apresentaram area abdominal semelhante (Tukey
p>0,05). No caso dos grupos com 5 dias pos emergéncia, o grupo C+ (0,93 £ 0,11 mm?)
apresentou uma area menor do que os grupos Controle negativo (C-) (1,00 + 0,15 mm?2) H (1,04
+ 0,14 mm?) e PG (1,04 + 0,11 mm2) (Tukey p<0,05). Em relagdo aos grupos 6 dias pds
emergéncia, o grupo C+ (0,91 + 0,10 mm?) apresentou uma area menor do que dos grupos H
(0,90 £ 0,10 mm?2) e PG (0,95 + 0,10 mm2) e estes dois grupos foram diferentes entre eles, sendo

0 grupo PG o que apresentou maior area abdominal (Tukey p<0,05).

Quando a comparacdo entre 0s grupos experimentais foi feita a partir do volume de
sangue ingerido mensurado por dosagem de hemoglobina, o volume médio estimado de sangue
das fémeas de 4 dias po6s emergéncia também foi semelhante entre 0s grupos experimentais
(Tukey p>0,05), e nos grupos de 5 dias po6s emergéncia, apenas 0 grupo C- apresentou um
volume de sangue menor do que os demais grupos experimentais (Tukey p<0,05) (Figura 25;
Tabela 5).
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Figura 25: Comparacdo do tamanho do repasto sanguineo entre os grupos experimentais [Controle
positivo (C+); Controle negativo (C); Plasma gel (PG); Hamster (H)], por idade pds emergéncia dos
insetos adultos estimado: (A) Area do abddmen (mm?2) estimada por analise de imagem; (B) Volume de
sangue (mm?3) estimado por dosagem de hemoglobina. Letras distintas indicam diferenca estatistica entre
0s grupos (Tukey, p<0,05).

Ao se comparar o tamanho do repasto sanguineo estimado por analise de imagem (area
do abddmen), dentro de cada grupo experimental, por idade pds emergéncia, os resultados
obtidos foram bastante semelhantes. O grupo C- ndo apresentou diferenca na area do abdémen
relacionada a idade das fémeas (Tukey p>0,05). As principais diferengas encontradas foram na
comparacédo entre os dois primeiros dias pos emergéncia (3 e 4) com os dois ultimos dias (5 e

6), como observado nos grupos C+, H e PG (Tukey p<0,05) (Figura 26; Tabela 5).
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Figura 26: Comparacdo do tamanho do repasto sanguineo dentro de cada grupo experimental [Controle
positivo (C+); Controle negativo (C); Plasma gel (PG); Hamster (H), por idade pds emergéncia dos
insetos adultos estimado pela area do abdémen. Letras distintas indicam diferenca estatistica entre os
grupos (Tukey, p<0,05). A separacdo dos insetos NAL e AL foi realizada pela auséncia (MS=0) ou
presenca (MS>0 mm?) de regido/area vermelha detectavel no corpo dos insetos.

Tabela 5: Resumo dos resultados dos grupos experimentais [Controle positivo (C+); Controle negativo
(C); Plasma gel (PG); Hamster (H)] obtidos através da analise do tamanho do repasto sanguineo (AL)
por idade pds emergéncia dos insetos adultos, estimado por analise de imagem [area do abddmen (mm?)]
e dosagem de hemoglobina (mm3).

Dias p6s emergéncia das fémeas

3 4 5 6 (3-6) 4 5 (4-5)
Grupo Andlise de imagem Dosagem de hemoglobina
experimental (Area do abddmen - mm?) (Volume de sangue - mm3)
(n) X +dp X +dp X +dp x+dp  Média/ X+dp X+dp  Média/
(N°AL)  (N°AL)  (N°AL)  (N°AL) grupo  (N°AL) (N° AL)  grupo
PG 1,10£0,13 1,00£0,11 1,04+£0,11 0,95%0,08 081+039 1,13+0,48
(384) (29) (11) (93) (88) 1,02 (11) (93) 1,07
C- 1,00£0,09 1,07+£0,25 1,00+£0,15 0,96 +0,13 1,04+£044 0,79+£0,38
(444) (3) ?3) (33) (24) 1,00 (3) (33) 0,97
C+ 1,04+0,13 1,03+0,13 0,93+0,11 0,91+£0,10 1,18+046 1,05+0,49
(453) (43) (46) (161) (82) 0,98 (46) (161) 0,92
H 1,13+0,12 1,05+0,16 1,04+0,14 0,99+0,10 1,03+0,25 1,11+£0,34
(418) (54) (62) (167) (77) 1,05 (62) (167) 1,12
Meédia
(Ps/dia) 1,09 1,04 1,00 0,95 1,01 1,11 0,98 1,05
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5.3.2 Influéncia da idade po6s emergéncia dos insetos adultos na porcentagem de
flebotomineos alimentados

Durante os 5 ensaios experimentais realizados, foram avaliados um total de 1899
insetos, sendo que destes 969 se alimentaram, perfazendo um total de 57,03% insetos
alimentados. A porcentagem média de fémeas alimentadas aumentou em conjunto com o
aumento da idade pds emergéncia, sendo a porcentagem de fémeas alimentadas com 3 e 4 dias
menor do que a porcentagem de fémeas alimentadas com 5 e 6 dias (Qui-quadrado p<0,05)
(Figura 27).

Quando a porcentagem de alimentados por idade pds emergéncia dos adultos foi
comparada, foram observadas diferencas entre as fémeas mais jovem (3 e 4 dias) com as mais
velhas (5 e 6 dias) (Qui-quadrado p<0,05). Esses dados sugerem que a medida que o tempo de
vida dos insetos aumenta, a quantidade de insetos alimentados também aumenta, sendo menores
em 3 e 4 dias p6s emergéncia e maiores em insetos com 5 e 6 dias pds emergéncia (Figura 27).
Porém guando se comparou a porcentagem de flebotomineos alimentados entre os grupos experimentais
(C+, C, PG e H) pela idade pds emergéncia dos insetos adultos, estimada através da area do
abdémen (mm?2) mensurada por analise imagem, a diferenca foi nitida entre os grupos. A
porcentagem dos insetos alimentados obtida com todas as 4 idades das fémeas avaliadas em
ordem decrescente foi H (82,95%) > C+ (69,14%) > PG (51,36%) > C- (12,93%) (Qui-quadrado
p<0,05), com apenas duas excecdes, uma com fémeas de 4 dias pds emergéncia (entre PG e

C+) e outra com fémeas de 6 dias pds emergéncia (entre C+ e H) (Tabela 6).
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Figura 27: Porcentagem de fémeas alimentadas por grupo experimental estimada a partir da area
abdominal (mm2) mensurada por andlise de imagem [Controle positivo (C+); Controle negativo (C);
Plasma gel (PG); Hamster (H), por idade p6s emergéncia dos insetos adultos. A linha tracejada
representa a porcentagem média de todas as fémeas alimentadas por idade p6s emergéncia.

Tabela 6: Resumo dos resultados dos grupos [Controle positivo (C+); Controle negativo (C°); Plasma
gel (PG); Hamster (H)] da porcentagem de insetos alimentados (AL), por idade p6s emergéncia dos
insetos adultos, avaliado pela area do abdémen e pela dosagem de hemoglobina.

Dias pds emergéncia dos insetos adultos

Grupo 3 4 5 6 (3-6)
exérimental Analise de imagem (Area do abdémen - mm?)
(n) % % % % %

(N° Alimentados)  (N° Alimentados)  (N° Alimentados)  (N° Alimentados)  Meédia

PG 31,87 42,31 59,72 71,54 51,36
(384) (29) (11) (93) (88)

C- 3,61 3,3 18,44 26,37 12,93
(444) ®3) ®) (33) (24)

C+ 49,43 50 88,95 88,17 69,14
(453) (43) (46) (161) (82)

H 69,23 73,81 97,09 91,67 82,95
(418) (54) (62) (167) (77)

Qs (média 38,54 42,36 66,05 69,44 54,09

dos grupos)

Em resumo, a analise conjunta de todos os grupos experimentais (C-, C+, PG e H)
mostrou que a idade das fémeas influenciou na performance alimentar dos insetos, pois com o
aumento da idade pos emergéncia, maior foi a proporcao das fémeas que se alimentaram e
menor foi o tamanho do repasto. Este perfil geral também foi observado dentro dos grupos

experimentais, em todos eles a proporcdo de fémeas de 3 dias, que se alimentaram, foi menor
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do que as fémeas de 6 dias pds emergéncia. Entretanto, quando se comparou o tamanho do
repasto sanguineo estimado tanto por analise de imagem, quanto por dosagem de hemoglobina,
os resultados foram semelhantes, sendo a proporc¢éo de insetos alimentados diferente entre os 4

grupos.
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6. DISCUSSAO

Durante a realizacdo de diversas pesquisas sobre a fisiologia dos flebotomineos ou sobre
a interacdo vetor-Leishmania é necessario, muitas vezes, que seja quantificado o volume do
repasto sanguineo realizado por esses insetos. Embora a metodologia de dosagem de
hemoglobina seja a mais difundida, existem problemas operacionais inerentes a maioria dos
ensaios colorimétricos, como erros de pipetagem e a dificuldade de processar muitos insetos,
que podem interferir na reprodutibilidade dos resultados (gerando falsos negativos e falso
positivos), sobretudo quando se deseja separar insetos que se alimentaram muito pouco
daqueles que ndo se alimentaram, como no caso do presente estudo. Outra limitacdo € a
necessidade de sacrificar os insetos, fazendo com que seja necessario montar um grupo
experimental “branco” para inferir o tamanho do repasto nos estudos que avaliam parametros
desencadeados pela alimentacdo sanguinea dos insetos. Neste estudo, de forma pioneira, através
do uso da metodologia de analise de imagem e da membrana Parafilm® M tratada com plasma
gel, foi possivel quantificar o tamanho do repasto sanguineo das fémeas por imagem e
desenvolver uma alternativa de alimentacdo sanguinea para as mesmas, a fim de substituir

completamente o uso de cobaias da metodologia de manutencédo de coldnias em laboratorio.

O método de quantificacdo do tamanho do repasto sanguineo por imagem utilizado permite
gue o pesquisador tenha sempre acesso aos dados utilizados, o que possibilita a revisdo das
fotos durante toda a analise dos resultados. Na dosagem de hemoglobina o inseto é perdido, ndo
permitindo que o resultado, ou os dados sejam revisados/reavaliados. Além disso, 0 método de
dosagem de hemoglobina utiliza um composto altamente txico, danoso para 0 meio ambiente
e fotossensivel, o cianeto de potassio (Ranzani-Paiva et al. 2013, Magno et al. 2017, Mohapatra
et al. 2018). A manipulacdo e intoxicacdo por esse composto é letal para o manipulador e sua
eliminacdo é iminentemente um risco bioldgico. Outro problema encontrado na dosagem de
hemoglobina sdo os “falsos negativos” criados pelo viés metodologico constituido por fémeas
gue se alimentaram de plasma ou plasma misturado ao sangue. Esses falsos negativos aparecem
quando o resultado da quantificacdo de hemoglobina aponta essas fémeas, que apresentaram
variagdo do conteudo abdominal, como nédo alimentadas. Uma vantagem da analise de imagem
foi a eliminacdo desse vies metodologico, que também pdde ser observado na anélise de
imagem. Esse viés foi praticamente eliminado da analise de imagem da utilizag&o do valor de
corte calculado (média + 2 desvios padrdo) a partir dos resultados obtidos com o grupo de

insetos que ndo foram colocados em contato com a fonte de sangue aquecida (brancos).
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Neste estudo, avaliamos o uso do Parafilm® M tratado com plasma gel para ser utilizado
como membrana de alimentacdo artificial, visando minimizar o uso de cobaias na metodologia
de manutencdo de coldnias em laboratdrio de L. longipalpis. A manutencdo de coldnias de
laboratdrio para a realizacdo destas pesquisas € de extrema importancia, tendo como uma
necessidade fundamental o fornecimento de uma alimentacdo sanguinea adequada para as

fémeas, fator critico para a produtividade da col6nia.

Foram feitos varios ensaios preliminares a fim de decidir qual seria o melhor protocolo
metodologico para a alimentagéo in vitro dos insetos. Um deste ensaios foi feito com o intuito
de determinar qual seria o tempo de duracdo ideal para alimentacdo em aparelho Hemotek.
Inicialmente os insetos foram alimentados em aparelho Hemotek por 60 minutos. Foi observado
que esse tempo de duracdo ndo era suficiente para que um namero significativo de fémeas de
L. longipalpis realizassem o repasto sanguineo. Por isso, 0 tempo de alimentagdo foi aumentado
para 90 minutos, ja que esse periodo foi suficiente para que as fémeas reconhecessem a fonte
de sangue e se alimentassem. Um levantamento bibliografico realizado por Francisco et al.
(2019), apontou que varios fatores podem influenciar no repasto sanguineo de culicideos de
importancia médica. Caracteristicas genéticas, odor liberado pelo hospedeiro e feromonio
produzido pelas fémeas com intuito de atrair outras fémeas para a fonte de alimentacao (fator
de agregacdo), sdo considerados incentivos para que os culicideos prefiram um hospedeiro em
relacdo a outro. A atracdo das fémeas a partir da liberacdo de feroménio foi verificada para
flebotomineos por Schlein et al. (1984). Os autores caracterizaram o efeito convite para P.
papatasi por meio de um feroménio liberado dos palpos das fémeas. Esse efeito também foi
descrito para L. longipalpis, ceratopagonideos, simuliideos e carrapatos do género Ambylomma
(Norval et al. 1989, Blackwell et al. 1994, McCall e Lemoh 1997, Tripet et al. 2009).

Denlinger et al. (2016) verificaram em estudo realizado sobre alimentag&o artificial em
aparelho Hemotek que as maiores porcentagens de fémeas alimentadas foram observadas nos
grupos experimentais com 500 fémeas, quando comparados com 0S grupos experimentais
compostos por 250 fémeas. Este efeito pode ser explicado por um comportamento de agregacéo,
que pode ser desencadeado em hospedeiro vivo ou in vitro. Os autores observaram que a
agregacdo de fémeas sempre se iniciava quando uma Unica fémea sondava as membranas
utilizadas no estudo, no caso Parafilm com “suor/odor” da pele humana e membrana de
intestino de porco, até encontrar um lugar adequado para o repasto sanguineo. Esse
comportamento de agregacdo também foi observado para o modelo in vivo (camundongo

hairless) utilizado no estudo.
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Vem sendo sugerido que estes fatores de agregacdo durante o repasto sanguineo de L.
longipalpis ocorrem para beneficiar individualmente cada fémea, pois ao sondarem “juntas”
uma mesma regido da pele do hospedeiro “maximizam” os efeitos da saliva, diminuindo assim
0 tempo necessario para uma alimentacdo completa, resultando em um maior aproveitamento
alimentar das mesmas (Tripet et al. 2009). Outro detalhe que auxilia no fator de agregacao das
fémeas na fonte de alimentacdo sanguinea é a presenca de insetos machos. Durante ensaios
preliminares foi observado que nos potes dos grupos experimentais onde havia a presenca de
machos (10% do numero total de fémeas — 6 machos), uma maior quantidade de fémeas se
alimentava. Os machos séo excepcionais atrativos para as fémeas, eles as atraem para os locais
de alimentacdo pela da liberagdo de feromdnios (Ward et al. 1988). Morton et al. (1989)
demonstraram que os primeiros machos a colonizarem um local de alimentacdo aumentam a
taxa, tanto de fémeas quanto de machos, naquele local. Os pesquisadores dissecaram segmentos
abdominais de 6 machos virgens contendo glandulas de feroménio. Um hamster anestesiado
contendo papel filtro impregnado com o feromonio foi posicionado sobre uma plataforma
dentro das gaiolas contendo as fémeas de flebotomineo. Durante um periodo de observacdo de
30 minutos o numero de fémeas de L. longipalpis aumentou de 20-50% no hamster que continha
o0 disco impregnado com feromdnio quando comparado com o hamster com o disco controle.
Os resultados também demonstraram que o feromdnio liberado pelos machos de L. longipalpis
pode atrair fémeas em distancias de até 2,2 metros. Aparentemente as fémeas sdo atraidas para
reproducdo e alimentacdo atraveés de uma mistura do feroménio dos machos com os odores
liberados pelo hospedeiro. Uma vez que essas fémeas chegam ao local de

alimentagdo/acasalamento o feromdnio age “prendendo” estas fémeas antes e durante a copula.

Outro método utilizado para a atracdo das fémeas para a fonte de alimentacéo artificial
utilizado no presente estudo, foi 0 uso de hamsters para a liberagdo de CO.. O estudo de
Denlinger et. al (2016), mencionado anteriormente, também avaliou o uso de exalagdes de CO:
na atracdo das fémeas de flebotomineo para a fonte de alimentagdo in vivo e in vitro. As
exalacOes foram realizadas para simular o dioxido de carbono emitido por um hospedeiro
animal. A presenca de exalacdes aumentou a porcentagem de fémeas de P. papatasi que se
alimentaram de sangue, principalmente das que se alimentaram em aparelho Hemotek. Muitos
dipteros hematofagos sdo atraidos por uma combinagao de compostos quimicos, incluindo COx,
vapor de agua e odores liberados pelo hospedeiro (Gibson & Torr 1999). Pinto et al. (2001)
observaram que armadilhas equipadas com CO: foram mais eficientes na captura de

flebotomineos do que armadilhas equipadas com odores dos hospedeiros. Para os experimentos
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foram utilizadas como iscas um homem e mulher (para a liberagdo de CO- e odores) e um
cilindro de CO-, em duas tendas contendo as armadilhas CDC, uma tenda sem liberagéo de odor
ou CO: (controle). Os resultados obtidos pelos pesquisadores demonstraram que o papel
desempenhado pelo CO: e pelos odores humanos na atracdo das fémeas foi o0 mesmo para L.

whitmani e L. intermedia, com cerca de 45% de atracédo atribuida ao CO..

Além de contribuirem na atracdo das fémeas de flebotomineo para a fonte de alimentacao,
os hamsters também foram utilizados no presente estudo para a alimentacao in vivo das fémeas
de flebotomineo. Além de serem usados na comparacao da alimentagdo in vivo com a in vitro,
eles atuaram como um meio de controle da qualidade dos insetos utilizados em todos 0s ensaios
de alimentacdo. A alimentacao nos grupos H sempre se iniciou 30 minutos antes da alimentagéo
em aparelho Hemotek. Quando as fémeas se alimentavam nos hamsters por possuirem todos 0s
atrativos como temperatura, liberacao de odores, particulas de dgua e CO-, significava que as
fémeas daquela geracdo eram saudaveis e estavam aptas para a realizacdo dos ensaios de
alimentacdo. Quando as fémeas se alimentavam in vivo e ndo se alimentavam in vitro, isso era
um indicativo de que algum problema, que ia desde a preparacdo das membranas até problemas
técnicos do aparelho Hemotek, como falha no aquecimento do sangue, havia
interferido/dificultado o repasto sanguineo.

Como qualquer metodologia, a analise de imagem também apresentou alguns problemas.
Um deles se deu provavelmente como resultado de uma falha na metodologia utilizada para a
eutandsia dos insetos antes das fotos, gerando uma variagdo de coloragdo da regido abdominal,
como pode ser observada em algumas fémeas de um grupo H, que apresentaram o abdémen
dividido em uma regido vermelha (sangue) e uma regido incolor (Figura 21F). Assim, é
importante testar novos métodos para eutanasia das fémeas, que ndo afetem o conteldo

abdominal e que n&o interfiram na fisiologia dos insetos, possibilitando sua avaliagdo por foto.

Um método muito utilizado durante estudos de comportamento animal e manipulacédo de
drosofilas, é a anestesia por CO: (Lefranc et al. 2000). Testes preliminares realizados durante
os ensaios de alimentagdo do presente estudo demonstraram que o COs: ¢ eficiente na anestesia
de L. longipalpis. Foi observado durante esses testes que grande parte das fémeas “despertaram”
apos a anestesia, indicando que talvez ndo seja necessario sacrificar as fémeas para que elas
sejam fotografadas. Um estudo realizado por Bartholomew et al. (2015), verificou que a
exposi¢do ao CO: pode influenciar o comportamento de drosofilas. Os pesquisadores

observaram redugdes nos comportamentos de voo em moscas droséfilas que foram anestesiadas
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com CO2, confirmando essa hipétese. E necessario que mais testes sejam feitos para avaliar se
0 CO: também pode afetar o comportamento de flebotomineos e se eles estdo aptos a retornar

para a colonia apds esse procedimento.

Um outro problema observado na metodologia de anélise de imagem foi uma falha na
concentragdo de hemoglobina. Problemas com a iluminagdo dos insetos para as fotos
impediram que as imagens refletissem a cor exata do sangue estocado no intestino das fémeas,
e consequentemente, estimar a concentracdo de hemoglobina. Inicialmente foi utilizado um
transluminador que ficou posicionado abaixo das placas de petri e acima das placas de petri foi
posicionado uma luz de flash que fez a iluminagdo superior dos insetos. Esse flash criou um
reflexo no abdémen das fémeas alimentadas encobrindo a cor do sangue, e em alguns casos,
esse reflexo atrapalhou/impossibilitou a construcdo de M-AB e MS e a estimativa da
concentracdo de hemoglobina. Portanto, € necessario avaliar este método com as imagens

captadas apenas com o transluminador.

A cada dia que passa mais pesquisadores tem se esforcado na busca por metodologias de
imagem para a quantificagdo da hemoglobina, a fim de reduzir custos e facilitar um processo
que ¢é tdo laborioso. A medicdo da hemoglobina por imagem é possibilitada pela sua estrutura
bioquimica. Ela é um forte croméforo encontrado em tecidos de mamiferos, permitindo sua
avaliacdo por meios espectroscopicos. Esta propriedade levou a pesquisa de dispositivos
capazes de medir a hemoglobina usando espectroscopia transcutanea (Chaudhary et al. 2017),
retiniana (McMurdy et al. 2009), mucosa (Saldivar-Espinoza et al. 2019) ou fotografia. O leito
ungueal, as pregas palmares e a conjuntiva sdo locais do corpo humano desprovidos de
melandcitos. A medicdo da hemoglobina nesses locais, a partir do uso de iluminagéo, poderiam

ser mais precisos devido a auséncia dos melandcitos “confundiveis” (Suner et al. 2021).

Um estudo foi realizado por Suner et al. (2021), com o intuito de se desenvolver um método
ndo invasivo capaz de quantificar a concentracdo de hemoglobina através de imagens digitais
obtidas por meio de aparelho smartphone da conjuntiva de pacientes que estiveram no pronto
socorro do Hospital de Rhode Island. As fotos foram obtidas a partir do aplicativo Halide em
Iphone 7 plus. Todos os dados foram transferidos para 0 MATLAB (Mathworks Inc, Natick,
MA) para analise. Uma regido de interesse (ROI) representando a area de melhor cor da
conjuntiva foi selecionada (SP), sendo extraidos do ROI 26 parametros de analise da imagem.
Os resultados obtidos pelos pesquisadores demonstraram que 0 processamento de imagens

RAW aliado a alta resolucgéo e codificagéo de cores teve o melhor desempenho na identificacdo
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de pacientes gravemente anémicos e que necessitavam de transfusdo. Estudos como esse
reforcam a necessidade da busca por metodologias de quantificagdo de hemoglobina
simplificadas e que sejam capazes de substituir a dosagem de hemoglobina por cianeto de

potassio.

No presente estudo foram realizados ensaios com insetos de diferentes idades pos
emergéncia dos insetos adultos, afim de avaliar se esse periodo interfere na preferéncia
alimentar desses insetos. Além de avaliar qual o melhor periodo pds emergéncia para a
alimentacdo sanguinea das fémeas de flebotomineo, os ensaios realizados com insetos
provenientes de diferentes idades pds emergéncia/geracdes, tiveram o intuito de refutar
qualquer problema fisiologico que pudesse interferir/atrapalhar o repasto sanguineo das fémeas.
Outro ponto do estudo, foi realizar os testes em dias independentes, a fim de também refutar

variacOes de temperatura e humidade que pudessem interferir no repasto sanguineo.

E nitido que o numero de fémeas que realizaram o repasto sanguineo, em todos 0s grupos
experimentais (C-, C+, PG e H), aumentou em conjunto com o0 aumento da idade pds
emergéncia, sendo 3 dias pds emergéncia a idade com menor numero de fémeas alimentadas e
6 dias a com maior nimero de fémeas alimentadas. Esse aumento ocorreu principalmente no
grupo PG, que teve a maior porcentagem de fémeas alimentadas nos dias 5 e 6 pos emergéncia.
Foi inclusive possivel observar esse aumento, mesmo que pouco significativo quando
comparado aos outros grupos experimentais, na quantidade de fémeas que se alimentaram nos
grupos C-. Chagas et al. (2007), verificaram que o periodo pds emergéncia dos insetos adultos
ideal para alimentacao ¢ definido com base no periodo pds emergéncia em que 0 maior nimero
de fémeas realiza seu primeiro repasto sanguineo. No estudo realizado pelos autores, 120
fémeas de Lutzomyia cruzi foram alimentadas em duas fontes alimentares diferentes (ser
humano e hamster), sendo 2 dias p6s emergéncia a idade ideal para alimentacdo em ser humano

e 3 dias pds emergéncia para alimentacdo em hamsters.

Outros estudos na mesma linha de pesquisa constataram que a idade ideal para alimentacéo
pos emergéncia foi de 4 dias para Lutzomyia migonei e Lutzomyia evandroi, e 5 dias para
Lutzomyia lenti (Queirdéz 1995). Em todos os experimentos realizados, nos dois estudos
mencionados anteriormente foi oferecido aos insetos chances iguais de alimentacdo em todas
as fontes. A variacdo da escolha da fonte de alimentacdo de acordo com o periodo pos

emergéncia aponta um forte indicio de que essa escolha é regulada por algum mecanismo, ao
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invés de estar relacionada somente a disponibilidade de hospedeiro (Queir6z 1995, Nieves &
Pimenta 2002).

A distensdo do abddmen das fémeas de flebotomineos durante o repasto sanguineo é muito
importante para induzir a digestdo e o desenvolvimento ovariano. Fémeas hematofagas de
diferentes espécies de mosquitos, flebotomineos, tabanideos e triatomineos colocardo um lote
de ovos a cada vez que realizarem uma refeicdo. Este processo é chamado de concordancia
gonotrdéfica (Swellengrebel 1929). O nimero de ovos produzidos por essas fémeas sempre sera
proporcional a quantidade de sangue ingerida, ndo ultrapassando a quantidade maxima pré-
definida pelo nimero de ovariolos (Roy 1936, Goodchild 1955). A parede abdominal dos
insetos hematofagos pode ser muito elastica ou possuir dobras que permitem distensdo
abdominal consideravel durante a alimentacdo. Para que ocorra producdo Otima de ovos, é
necessario que haja a distensdo completa do abdémen (Spielman & Wong 1974). Essa
distensdo abdominal em conjunto com a ingestdo de sangue é responsavel por desencadear o

processo da vitelogénese.

A vitelogénese é o processo que induz a cascata de sinalizacdo hormonal e proteica,
promovendo a sintese de proteinas percursoras do vitelo, e incorporando essas moléculas aos
ovocitos em desenvolvimento. O corpo gorduroso, € 0 maior Orgdao do metabolismo
intermediario dos insetos, ele é responsavel por transformar o alimento ingerido em estruturas
celulares (Chapman 1998, Slocinska et al. 2015), além de atuar como centro do metabolismo
em geral (Bretas 2016). Em A. aegypti, por exemplo, a ativacdo da producéo e liberacdo das
proteinas secretadas pelo corpo gorduroso depende diretamente da quantidade de sangue
ingerido, do nivel de distensdo abdominal, tempo de duracdo da digestdo e disponibilidade
nutricional. A fase de sintese que marca o inicio do periodo vitelogénico ocorre durante as
primeiras 30 horas ap6s o repasto perdurando até o fim do processo digestivo (Klowden 1997,
Raikhel 2002, Chen et al. 2004, Attardo et al. 2005).

Ao analisar o formato do abddmen antes e apds o repasto sanguineo, ficou constatado que
0 abddmen das fémeas de L. longipalpis tem um formato semelhante ao de um elipsoide. A
representacdo ilustrativa € muito parecida com a de uma bola de futebol americano, onde
nenhum comprimento dos seus semieixos é igual. Porém, quando acontece de dois dos seus
semieixos serem iguais, como foi observado no abdémen das fémeas (largura e altura), o
elipsoide é chamado de elipsoide de revolucdo. Ao se rotacionar um elipsoide de revolugdo em

torno do seu semieixo maior obtém-se como resultado um elipsoide prolato, ou esferoide
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prolato, que se assemelha a um charuto (Pecinatto 2012). Quando substituimos a &rea do
abdémen (mm2), pelo volume do elips6ide (mm3) e o correlacionamos com o volume de sangue
estimado (mm3) por dosagem de hemoglobina, é obtida uma correlacédo igual a 0,87 (Figura
22C). Ao se comparar 0 volume de sangue estimado por anélise de imagem com o volume de
sangue estimado por dosagem de hemoglobina, o volume de sangue da dosagem € maior. 1sso
acontece, pois durante o repasto sanguineo a fémea de flebotomineo concentra o sangue. A
medida que se alimenta a fémea defeca, jogando a parte liquida do sangue (plasma) fora e

ficando apenas com a parte proteica (hemacias).

Como cerca de 80% do repasto sanguineo realizado pelas fémeas € composto por agua, o
volume de sangue obtido por dosagem de hemoglobina sempre sera maior do que o volume
obtido por analise imagem. Grande parte dessa &gua ndo € necessaria para o desenvolvimento
dos insetos, que possuem sistemas fisiologicos adaptados para uma rapida excrecdo para
reducdo do peso e reestabelecimento da mobilidade do inseto. O transporte da &gua ocorre em
uma regido onde o epitélio intestinal é adaptado para a rapida eliminacdo da 4gua. Em moscas
tsé-tsé e triatomineos, essa excrecdo ocorre através de uma bomba de Na+-K+-ATPase
localizadas nas membranas basais do epitélio do intestino médio. Essa bomba muito eficiente
resulta em um gradiente osmotico através do epitélio intestinal que arrasta a gua passivamente
(Farmer et al. 1981, Peacock 1981, Peacock 1982, Gooding 1975, Macvicker et al. 1994). Esse
sistema é tdo eficiente, que a mosca tsé-tsé perde cerca de 40% do peso adquirido apés o repasto
sanguineo (Moloo e Kutuza 1970, Gee 1975). A precipitacdo das proteinas plasmaticas também
auxilia na excrecdo rapida da agua reduzindo a pressdo osmotica do conteudo intestinal
(Gooding 1971).

Como o aparelho de alimentacdo artificial Hemotek (Hemotek Ltd.) ndo possui um
mecanismo de circulacdo sanguinea, ocorreu hemossedimentacdo (separacdo dos glébulos
vermelhos e plasma) durante alguns ensaios de alimentacdo. Apos ser identificado que algumas
fémeas ingeriram apenas um liquido de coloracéo clara (plasma) (Figura 21D e E), a unidade
de alimentagcdo passou a ser delicadamente agitada, para homogeneizacdo do sangue. A
velocidade de hemossedimentagédo sanguinea (VHS) é a medida em mm da distancia em que 0s
eritrocitos sedimentam em uma suspensdo vertical de anticoagulante durante um periodo de
tempo. A taxa de sedimentacdo é influenciada pela morfologia e concentracdo eritrocitaria,

composi¢do das proteinas plasmaticas e viscosidade do plasma. Caracteristicas do individuo
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doador como sexo, idade e condicdo de satide também influenciam na taxa de sedimentacéao
(Dacie 2006, Johnstone & Reina 2017).

N&o foi possivel, durante a confecgdo da MS pelo método de anélise de imagem, detectar a
presenca de sangue na regido abdominal das fémeas que ingeriram plasma. No caso das fémeas
que se alimentaram de sangue misturado ao plasma, a MS ficou muito pequena cobrindo apenas
a parte com sangue, ndo sendo condizente com a real distensdo abdominal das fémeas. Na
dosagem de hemoglobina ndo foi identificada a presenca da hemoglobina nas fémeas que
ingeriram apenas plasma, ou no caso das que se alimentaram de plasma misturado ao sangue,
o volume final foi muito pequeno. Ao final da analise de ambos os métodos de quantificacdo
utilizados, esses insetos ndo apareciam como alimentados, ou apareciam como insetos que
haviam ingerido pouca quantidade de sangue, constituindo uma fonte de viés metodoldgico
para ambas metodologias. Mesmo que essas fémeas ndo tenham se alimentado do sangue
completo, ndo significa que elas tenham realizado um repasto sanguineo pouco nutritivo.
Diferentes estudos apontam que fémeas podem se alimentar completamente de fontes
alternativas (somente o plasma sanguineo, sérum, eritrcitos lavados, leite desnatado fresco,
albumina diluida, etc.). No entanto, somente o plasma sanguineo e as células do sangue, quando
ingeridos separadamente, sdo capazes de suportar e promover a producdo de ovos, geralmente
em menor quantidade do que o sangue completo (Woke 1937, Greenberg 1951, Spielman &
Wong 1974, Harrington et al. 2001, Harrison et al. 2021). Como o plasma de mamiferos é
composto por proteinas, aminoacidos livres (isoleucina) e essenciais, ele pode fornecer
nutrientes necessarios para a producéo de ovos (Spielman & Wong 1974, Harrison et al. 2021).
Mais estudos sobre a taxa de fecundidade e viabilidade dos ovos de fémeas alimentadas com
plasma sanguineo sdo necessarios para comprovar se apenas o plasma € suficiente ou ndo para

a nutricdo e maturacao dos ovarios.

A variacdo de tamanho corporal das fémeas observada a partir dos resultados obtidos tanto
na analise de imagem, quanto na dosagem dos brancos, pode ter ocorrido devido a diferentes
densidades larvais nos potes de oviposi¢do. Quando o pote apresentava baixa densidade larval,
resultando em menor competicdo por alimento e espaco fisico as larvas se alimentavam bem,
contribuindo para um melhor desenvolvimento das demais fases de vida do inseto e produzindo
adultos maiores. Entretanto, quando a densidade larval era maior, houve competicdo por
alimento e espaco, diminuindo a disponibilidade e a ingestdo de alimento por larva resultado

em insetos adultos menores. Embora o tamanho corporal de varias espécies tenha base genética,
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fatores ambientais como a densidade larval, afetam diretamente seu desenvolvimento corporal

e indiretamente sua fisiologia (Nelson 1986).

Em um estudo realizado por Beserra et al. (2009), foi verificado que o0 aumento da densidade
larval em uma coldnia de laboratério de Aedes aegypti foi prejudicial ao desenvolvimento das
demais fases de vida do inseto, devido a interferéncia da densidade na disponibilidade de
alimento. A duracdo da fase larval aumentou de 8,3 dias na densidade de 200 larvas/L, para
37,9 dias na de 1250 larvas/L quando foi ofertado 100mg de ragcdo/bandeja. Isso ocorre, pois a
fase larval, é a Unica fase em que o inseto busca alimento para 0 seu crescimento e
desenvolvimento. Quando ha escassez de alimento, 0 aumento da densidade ocasiona aumento
da competicdo, o que interfere na obtencdo e consequente assimilacdo de nutrientes. Quando a
guantidade de alimento oferecido foi proporcional a quantidade de larvas/bandeja, ndo foram
observados efeitos negativos no desenvolvimento dos insetos e a duragdo do desenvolvimento
larval permaneceu praticamente constante, caindo de 8,3 dias para 6,0 dias. Os autores
demonstraram que os adultos de maior tamanho corporal emergiram de criagdes com baixa
densidade larval, e em todos os tratamentos, as fémeas foram sempre maiores que 0os machos
(Beserra et al. 2009).

De acordo com Consolli & Oliveira (1994) o melhor aproveitamento nutricional das fémeas
de A. aegypti, pode estar ligado ao fato de que os machos atingem o estagio de pupa mais rapido,
assim como foi dito anteriormente para as espécies de flebotomineos, disponibilizando maior
proporcdo de alimento para as fémeas e resultando em maior aquisicdo de nutrientes e,
consequentemente, contribuindo para um tamanho corporal maior. Segundo Zhou et al. (2004),
o0 suprimento alimentar larval é primariamente importante para as reservas alimentares das
larvas, que irdo refletir no tamanho do adulto, validando afirmacdes de Panizzi & Parra (1990)
de que variagdes na quantidade ou qualidade da dieta tém efeitos profundos no desenvolvimento
dos insetos. Em se tratando de colénias de laboratério o maior tamanho das fémeas contribui
para aumento da fecundidade e otimizacdo das criacOes (Bezerra et al. 2009). A variagéo do
tamanho de adultos € de importancia epidemioldgica ja que esta relacionada a fatores como
longevidade, fecundidade e capacidade de dispersao por véo (Dye 1984).

A alimentagdo in vitro, utilizando a membrana Parafilm® M tratada com Plasma Gel,
alcancou boas porcentagens de fémeas alimentadas com 5 (59,72%) e 6 (71,54%) dias pds
emergéncia dos insetos adultos. O que aponta a eficiéncia do plasma gel na atracdo das fémeas

de flebotomineo para a fonte de sangue aquecida. Denlinger et al. (2016), demonstraram que
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fémeas de P. papatasi se alimentam através de uma membrana Parafilm utilizando o sistema
de alimentacdo Hemotek (Discovery Workshops, Accrington, Reino Unido). Foram usadas
duas membranas para alimentacao in vitro: intestino de porco lavado com agua destilada e
Parafilm. O Parafilm foi enrolado no bragco de um voluntario durante 10 minutos para absorver
o suor e odores, com o intuito de atrair as fémeas para a fonte de sangue aquecida. Dois sistemas
de alimentagdo artificial in vitro, e um in vivo, foram usados durante o experimento: o0 Hemotek
PS5 (Discovery Workshops, Accrington, Reino Unido), um alimentador de vidro (Kontes
Custom Glass, Vineland, NJ), e um camundongo hairless anestesiado. Foram feitas 4 repeticdes
de cada combinacgéo de tratamento: sistema de alimentacdo (Hemotek e alimentador de vidro),
com membrana (Parafilm e intestino de porco), 250 ou 500 fémeas adultas de P. papatasi, e

com ou sem exalagdes de COa.

O aumento do percentual de fémeas alimentadas com exalagdo de CO: foi mais visivel no
Hemotek com Parafilm com 500 fémeas (sem exalagdo= 1,3%; com exala¢do= 22,3%). O uso
do Parafilm com suor foi uma combinagdo bem-sucedida para atrair fémeas de P. papatasi, O
resultado obtido pelos pesquisadores, assim como os resultados obtidos no presente estudo,
sugerem e apoiam que uma combinacdo de odores (corporais/suor e Plasma gel) associados
com a liberacdo de CO-, funcionam como uma isca potente para flebotomineos e que essas
combinagbes podem ser consideradas como sistemas alternativos de alimentacédo, ao invés do

uso de roedores, por reduzirem os custos associados a manutencao das col6nias de biotério.

E importante que outros ensaios sejam realizados afim de avaliar a fecundidade e a
viabilidade dos ovos das fémeas alimentadas através dessa metodologia. Ensaios preliminares
indicaram que fémeas alimentadas em aparelho Hemotek utilizando a membrana Parafilm® M
tratada com Plasma Gel séo capazes de produzirem ovos viaveis, que se desenvolveram até
atingirem o estagio adulto. Também é importante definir qual o melhor periodo pés emergéncia
dos adultos (5 ou 6 dias) para fecundidade e viabilidade dos ovos colocados por essas fémeas.
Sempre quando comparada a alimentagdo in vivo, a alimentagdo in vitro obterd resultados
“inferiores”, pois, como dito anteriormente, os hospedeiros vivos fornecem uma diversidade de
atrativos para as fémeas (temperatura corporal, liberacdo de odores, CO: e vapor de dgua) que
o0s torna mais eficientes para o repasto sanguineo. No entanto, isso ndo invalida a necessidade
de se buscar métodos alternativos que acabem com o sofrimento imputado as cobaias durante

0s processos de manutencdo das colbnias de laboratdrio e ensaios de infecgdo experimental.
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7. CONCLUSOES

A idade das fémeas pds emergéncia (3-6 dias) influéncia nos pardmetros alimentares
dos flebotomineos. Enquanto a porcentagem de insetos que realizam o repasto
sanguineo aumenta nas fémeas com maior tempo pds emergéncia dos insetos adultos
(5-6 dias), o tamanho do repasto tende a ser menor, sendo maior nas fémeas com menor
tempo pds emergéncia (3-4 dias). Este perfil geral também foi observado dentro dos
grupos experimentais.

Em todos os grupos a proporcdo de fémeas com 3 dias pds emergéncia dos insetos
adultos alimentadas foi significativamente menor do que a propor¢do de fémeas
alimentadas com 6 dias pos emergéncia.

O Plasma gel foi eficiente na atracdo das fémeas para a fonte de alimentacdo contendo
a membrana Parafilm®. A porcentagem média de fémeas alimentadas no grupo PG
(Parafilm tratado com plasma gel) foi ~4 vezes maior do que a do grupo C- (Parafilm
sem tratamento). A proporcao media de fémeas alimentados no grupo PG foi de 55,7%,
variando de 31,9% (3 dias) a 71,5% (6 dias). Embora o grupo PG tenha ficado aquém
do grupo C+ (membrana de pele de pintinho) em ~ 24%, a proporcdo de insetos
alimentados de 71,5% apresentada com fémeas de 6 dias, é perfeitamente compativel
com 0 Seu uso para manutencéo e criacdo de flebotomineos em laboratério.

A utilizacdo nos testes de alimentacdo in vitro, de fémeas com 6 dias pds emergéncia,
bem como, a permanéncia durante todo os experimentos de um hamster (fonte de CO.)
para atracdo das fémeas para a fonte de alimentacdo artificial, certamente contribuiu
para as altas porcentagens de insetos alimentados apresentadas pelos grupos PG (72%)
e C+ (88%).

De maneira geral, a performance alimentar dos flebotomineos é maior in vivo do que in
vitro, mesmo quando se utiliza a pele de pintinho (“padrao ouro”) como membrana de
alimentagdo. Os grupos alimentados em hamster (H), apresentaram as maiores
porcentagens medias de insetos alimentados in vitro independentemente da idade de
emergéncia das fémeas.

Os altos indices de convergéncia obtidos nas comparagOes (qualitativa e quantitativa)
entre as metodologias de dosagem de hemoglobina e analise de imagem, validaram a
andlise de imagem como metodologia para avaliacdo do repasto sanguineo das fémeas

de flebotomineo.
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9. ANEXOS
9.1 Glossario dos termos utilizados na analise de imagem e recursos do programa Fiji

ImageJ

Area: area da imagem ou da selecdo (M-AB e MS) em pixels.
Straight selections: ferramentas para criar selegdes de linha.

Mesure: com base no tipo de selecdo (M-AB e MS), calcula e exibe na “Tabela de resultados”
estatisticas de &rea, comprimentos e angulos de linha ou coordenadas de ponto. As medicGes
realizadas podem ser especificadas na caixa de dialogo Set measurements

Set Scale: define a escala espacial da imagem ativa para que os resultados da medi¢gdo possam
ser apresentados em unidades como mm ou pm.

Polygon selections: cria sele¢bes de formato irregular definidas por uma série de segmentos de
linha. O comprimento e o0 angulo do segmento s&o exibidos na barra de status durante o desenho.

Split channels: divide uma imagem RGB em trés imagens em tons de cinza de 8 bits contendo
os componentes vermelho, verde e azul do original. Os nomes das janelas tém um anexo (red),
(gren) e (blue).

Make binary: converte uma imagem em preto e branco.

Histogram: calcula e exibe um histograma da distribuicdo de valores de cinza na imagem ou
selegdo ativa. O eixo X representa os possiveis valores de cinza e o0 eixo Y mostra o numero de
pixels encontrados para cada valor de cinza. A Contagem total de pixels também ¢é calculada e
exibida, assim como o valor de cinza Mean, desvio padréo (StdDev), minimo (Min), méaximo
(Max) e modal (Mode). Ele fornece para cada nivel de cinza o niamero de pixels correspondentes
na imagem. Através do histograma pode-se obter informacgdes como a qualidade quanto ao nivel
de contraste e quanto ao brilho médio (se a imagem era predominantemente clara ou escura).

Wand tool: cria uma selecdo (M-AB e MS) tracando objetos de cor uniforme ou objetos com
limites.

Roi manager: ferramenta para trabalhar com multiplas selecdes (M-AB e MS). As selecdes
podem ser de diferentes locais em uma imagem, de diferentes partes de um objeto/local ou de
diferentes imagens. Todos os tipos de selecdo, incluindo pontos, linhas e texto, sdo suportados.

CIELAB: O espaco de cores CIELAB, também conhecido como L*a*b*, € um espaco de cores
definido pela Comisséo Internacional de lluminagéo (abreviado CIE) em 1976. Esse sistema
expressa a cor como trés valores: L* para luminosidade perceptiva e a* e b* para as quatro
cores unicas da visdo humana: vermelho, verde, azul e amarelo. O CIELAB foi concebido como
um espaco perceptivelmente uniforme, onde uma determinada mudanca numérica corresponde
a uma mudanca de cor percebida semelhante. Embora o espaco LAB néo seja realmente
uniforme em termos de percepcéo, é util na inddstria para detectar pequenas diferencas de cor.
O espaco de cores CIELAB é um modelo de "observador padrdo” independente de dispositivo.
As cores que ele define ndo sdo relativas a nenhum dispositivo especifico, como um monitor de
computador ou uma impressora, mas estdo relacionadas ao observador padréao CIE, que € uma
média dos resultados de experimentos de correspondéncia de cores em condi¢des de
laboratorio.
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Threshold: define automaticamente ou interativamente valores de limite inferior e superior,
segmentando imagens em tons de cinza em recursos de interesse e plano de fundo.

Mean gray value: soma dos valores de cinza de todos os pixels da imagem ou da sele¢do (M-
AB e MS), dividido pelo nimero total de pixels.

Mean: o valor da média dos pixels da imagem ou sele¢do (M-AB e MS).
Perimeter: comprimento continuo da borda de uma imagem ou segmento.

Min & Max gray level: valores minimo e méximo de cinza na imagem ou selecdo (M-AB e
MS).

Integrated densiti (IntDen): € o equivalente ao produto da area com o valor médio de cinza.
RawlIntDen: a densidade integrada bruta é a soma dos valores de pixel.
Median: o valor da mediana dos pixels da imagem ou da selegéo (M-AB e MS).

Fit Elipse: ajusta uma elipse a selecdo (M-AB). Usa 0S
titulos Major, Minor e Angle. Major e Minor sdo 0s eixos primario e secundario da elipse de
melhor ajuste.



